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Résumé :

Les interactions biologiques sont a la fois tres complexes et fascinantes. Dans ce
travail, il est question de I’interaction de pollinisation. Celle-ci implique une plante et un
vecteur, qui est, dans le cas étudié ici, un insecte et plus précisément une abeille. Les traits
floraux impliqués dans la reconnaissance de 1’hote par le pollinisateur sont varié€s et peuvent
étre des traits visuels, olfactifs et/ou chimiques. Leur importance relative et leur évolution
sont cependant encore mal compris. Nous nous sommes penchés sur deux modeéles : d’une
part, les saules (genre Salix L.) et d’autre part, Andrena vaga qui est une abeille solitaire
oligolectique (i. e. spécialiste) de ce genre végeétal, mais qui visitent seulement certaines
especes et pas d’autres. L objectif est de déterminer ce qui conduit I’abeille a faire ces choix
spécifiques parmi des especes présentant visiblement la méme morphologie florale et pour
cela, la qualité chimique du pollen en acides aminés, stérols et polypeptides ainsi que les
parfums floraux ont été investigués. Par ailleurs, une phylogénie du genre Salix L. a été
réalisée afin de déterminer si certains caracteres (i. e. traits chimiques du pollen, visite
d’A. vaga) peuvent étre liés a I’histoire évolutive des saules. Enfin, des tests éthologiques ont
été réalisés avec des espéces présentant des caractéristiques chimiques différentes au niveau
du contenu nutritionnel du pollen. Nos résultats montrent que le contenu en polypeptides du
pollen semble étre 1i¢ a la visite de ’abeille solitaire. En effet, les espéces avec une forte
concentration sont visitées par A. vaga alors que celles qui ont une faible concentration ne le
sont pas. Les parfums floraux ne semblent par contre pas annoncer cette qualité chimique. Les
tests éthologiques réalisés afin de confirmer cette hypothése, en présentant tant6t des especes
semblables en contenu polypeptidique et tantdt significativement différentes pour le méme
critére, n’ont rien démontré de significatif avec les données récoltées. Il semble également que

le contenu nutritionnel du pollen ainsi que les parfums ne soient pas corrélés a la phylogénie.

Mots-clés : Oligolectisme, abeille, saules, qualité du pollen, parfums floraux, phylogénie,

reconnaissance d’hotes.
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1 Introduction

1.1 Interactions plantes-insectes : du mutualisme a ’antagonisme

Les interactions biologiques sont & la base de la diversification et de la complexification
du monde vivant. Il est donc essentiel de les comprendre pour caractériser la biodiversité et

également pour pouvoir la conserver, ce qui est un des defis de notre époque.

Il existe plusieurs types d’interactions caractérisées et définies selon leurs effets sur les
organismes impliqués. Ces effets interactionnels varient entre les parties et peuvent avoir des
conséquences les organismes de maniére positive, négative ou neutre donnant lieu a diverses
combinaisons (Tableau 1). Ces interactions forment un continuum s’étalant du mutualisme, ou
les effets sont positifs pour les deux étres vivants impliqués a 1’antagonisme, ou les effets sont

négatifs pour les deux parties (Aladjov 2011).

Tableau 1 : Interactions biologiques : définitions et effets sur les parties ou 0 : effet neutre,
+ : effet positif et - : effet négatif (d’aprés Aladjov 2011).

Type d’interaction Définition Effetsur X EffetsurY
Le neutralisme décrit la relation entre
Neutralisme deux objets qui interagissent mais dont 0 0

I’interaction n’a aucun effet.

L’amensalisme entre deux objets x et y
Amensalisme qui implique que y diminue le succés de - 0
X sans que x n’ait d’effet sur y.

Le commensalisme entre deux objets x et
Commensalisme vy arrive quand x bénéficie de y tandis que + 0
X n’a aucun effet sury.

L’antagonisme est une interaction qui
Antagonisme s’établit au  détriment des deux - -
organismes impliqués.

. Le mutualisme est une interaction
Mutualisme e . + +
bénéfique pour les deux parties.

La prédation ou le parasitisme entre deux
organismes X et y caractérise une

Prédation

interaction au sein de laquelle x tire des

Parasitisme - ,
bénéfices aux dépends de y.
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Parmi ces interactions, 1’herbivorie est un cas particulier de prédation/parasitisme ou un
animal se nourrit d’un végétal. Un autre mode d’interaction remarquable est la symbiose qui

est un cas particulier de mutualisme devenu obligatoire pour chacune des parties.

Cette catégorisation théorique est cependant parfois déjouée par la nature et certains
organismes peuvent jouer les agents doubles. Parmi eux, les abeilles (i.e. larves et imagos) se
nourrissent exclusivement de nectar et de pollen, ce qui en fait des animaux strictement
herbivores (Michener 2007). Par le biais de la collecte de ces ressources, les abeilles
participent toutefois activement & la pollinisation des plantes a fleurs, partageant
conjointement le statut de pollinisateurs (effet positif sur le succés reproducteur de la plante)
et d’herbivores (effet négatif sur le succeés reproducteur de la plante). La relation plante-
abeille ne peut des lors pas étre considérée comme un mutualisme simple mais est
actuellement qualifiée d’ « exploitation mutuelle » ou les colts et bénéfices doivent étre

relativement équilibrés pour les deux parties (Westerkamp 1997).

Toutefois, cet équilibre colt/benéfice peut étre compromis dans certains cas, soit pour
I’abeille soit pour la plante. En effet, les plantes peuvent mettre en place des stratégies de
tromperie, par exemple certaines espéces d’orchidées qui émettent des sighaux chimiques
et/ou visuels semblables a ceux du partenaire sexuel du pollinisateur qui n’adopte donc pas de
comportement de collecte lors de la visite (i.e. tromperie sexuelle ; Vereecken et al. 2012). A
I’inverse, les abeilles peuvent prélever énormément de pollen ou de nectar sans polliniser la
plante de par des comportements de collecte particuliers. Ainsi, certains bourdons (i.e. genre
Bombus) percent la corole des plantes et prélévent du nectar sans entrer en contact avec les
étamines ou le stigmate, empéchant le processus de pollinisation alors que la production

florale est consommeée (Irwin et al. 2010).

Pour qu’il y ait reproduction sexuée chez les plantes a fleurs, il doit y avoir rencontre
des gametes méales (contenus dans les grains de pollen) et des gamétes femelles (contenus
dans les ovules). Les plantes étant immobiles, cette rencontre s’effectue par le transfert de
pollen (i. e. pollinisation) via des vecteurs abiotiques tels que le vent (anémophilie), I’eau
(hydrophilie) pour les plantes aquatiques, ou biotiques, via les animaux (zoophilie). La

pollinisation s’effectue le plus souvent de maniere croisée pour favoriser la diversité
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génétique. Cela signifie que les gameétes ne sont fécondants que s’ils proviennent d’un autre

individu (Stebbins 1970).

Le syndrome de pollinisation est I’ensemble des traits floraux (i. e. visuels, olfactifs,
etc.) qui sont propres a un vecteur de pollinisation et qui résultent d’une convergence
évolutive due a la pression exercée par ce vecteur (Faegri and van der Pijl, 1979 ; Johnson and
Steiner, 2000). Parmi les vecteurs biotiques (i.e. étres vivants), divers phylums sont
représentés. Ainsi, les insectes (entomophilie), oiseaux (e.g. colibri) ou encore certains
mammiferes tels que les rongeurs (i.e. pollinisation de certaines Proteaceae) ou les chauves-
souris (i.e. pollinisation du genre Burmeistera) peuvent étre responsables de la pollinisation

de certaines especes de plantes a fleur (Fenster et al. 2004, Ollerton et al. 2009).

Parmi les modes de pollinisations, I’anémophilie et I’entomophilie sont les plus
courants. Lorsque le pollen est transporté par le vent, les fleurs présentent généralement les
caractéristiques suivantes : (i) une tendance a étre groupées en inflorescences denses, (ii) une
petite taille, (ii1) un périanthe réduit voir méme absent, (iv) I’absence de production de nectar,
(v) des anthéres qui présentent un abondant pollen et qui s’ouvrent brusquement, (vi) un large
stigma et (vii) une séparation des sexes, soit par des inflorescences séparées sur un méme pied
(plante monoique), soit par des pieds males et femelles séparés (plante dioique). Dans le cas
de I’entomophilie, les fleurs ont tendance a présenter les caractéristiques inverses. Le passage
d’un mode de pollinisation a 1’autre engendre de ce fait des modifications morphologiques de

la fleur (Stebbins 1970).

Parmi les insectes, les ordres les plus connus en tant que pollinisateurs sont les
Hyménopteres et les Lépidoptéres bien que certains Diptéres et Coléoptéres puissent
également participer a la pollinisation. Afin d’attirer ces pollinisateurs, plusieurs facteurs
entrent en compte tels que la couleur visible ou dans 1’ultra-violets, la forme (Kevan 1972), la
présence de nectar ou encore 1’odeur de la fleur (Wiackers 2004). Parmi les traits floraux, le
parfum doit tout spécialement fournir des signaux spécifiques qui guident les abeilles et
contribuent a la sélection hote-pollen (Fissel et al. 2007, Burger et al 2010a, 2010b, Milet-
Pinheiro et al. 2012, Détterl and Vereecken 2010).

En plus d’étre perceptible avec les traits visuels et olfactifs, le mode de pollinisation se

reflete également dans la qualité chimique du pollen produit (Lidforss 1899). Ainsi, il est

8
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communément admis que les plantes anémophiles produisent de large quantité de pollen de
plus faible qualité alors que la production des plantes zoophiles est plus restreinte mais de
meilleure qualité, faisant office de récompense nutritive pour les pollinisateurs (Roulston et
al. 2000, Hanley et al. 2008). Cependant, aucune différence significative entre les deux modes

de pollinisation n’a été détectée en termes de taux en protéines (Roulston et al. 2000).

La structure du grain de pollen a également une certaine importance pour la
pollinisation. Ainsi, le manteau pollinique ou pollenkitt dont la composition est
essentiellement constituée de lipides neutres, d’hydrocarbures, de terpénes, et de pigments
caroténoides (Dobson 1988; Nepi et Franchi 2000; Hesse 2000), recouvre les grains de pollen
de presque tous les angiospermes a pollinisation zoophile car ce manteau permettrait aux
grains de pollen de s’agglutiner sur le pollinisateur. Par contre, il peut étre réduit voir nul chez

les espéces anémophiles (Hesse 1979a; b; c).

Malgré leur besoin commun d’attirer les pollinisateurs, il s’aveére que les especes
entomophiles arborent une variation considérable de la qualité de leur pollen. En effet,
diverses analyses ont révélé que le pollen des plantes a fleurs présente une variabilité en terme
d’abondance et de composition en métabolites secondaires toxiques (e.g. alcaloides; Gosselin
et al. 2013, Kempf et al. 2010), en éléments nutritifs essentiels (e.g. acides aminés essentiels ;
Weiner et al. 2010) ainsi qu’en terme de digestibilité (e.g. résistance de la paroi du pollen ;
Roulston and Cane 2000). De par ces variations, le pollen ne constitue donc pas une ressource
universellement exploitable mais les abeilles nécessitent des adaptations physiologiques
spécifiques aux plantes hétes exploitées (Praz et al. 2008). De ce fait, la qualité nutritive peut
constituer une contrainte physiologique régissant en partie les interactions plante-abeille. De
maniere générale, la composition chimique du pollen pourrait ainsi agir comme un « filtre »,
réduisant la gamme de visiteurs et assurant l'attraction spécifique d'un groupe fonctionnel de

pollinisateurs.

1.2 Les abeilles : pollinisatrices herbivores

L’appellation « abeille » désigne les especes (environ 20 000 décrites) appartenant au
groupe monophylétique des apoides apiformes et qui sont herbivores (i.e. se nourrissent de

pollen et de nectar). On distingue ce groupe de celui des apoides sphéciformes qui contient

9
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des guépes solitaires carnivores. La superfamille des Apoidea appartient au sous-ordre des
Aculeates, appartenant lui-méme a ’ordre des Hymenoptera (Michener 2007, Brothers &
Carpenter 1993).

La super-famille des Apoidea est divisée en neuf familles, classées en deux groupes
selon la longueur de la langue : les langues courtes (familles des Colletidae, des Stenotritidae,
des Halictidae, des Andrenidae, des Melittidae sensu stricto (s.s.), des Meganomiidae et des
Dasypodaidae) et les langues longues (deux familles : Megachilidae et Apidae) (Danforth et
al. 2006).

Selon Michener (2007), plus de la moiti¢é des espéces d’abeilles sont solitaires.
Contrairement aux especes sociales bien connues du grand public, les espéces solitaires ne
vivent pas en groupes organisés et aucune répartition de taches entre castes n’est établie (i ;e.
pas de distinction entre reine et ouvrieres). Bien que pour certaines espéces des aggrégations
de nid soient observées, chaque femelle établit ses propres nids qu’elle approvisionne avant
de pondre ses ceufs et de mourir. L’émergence de la progéniture se produit I’année d’apres, il
n’y a donc aucun contact intergénérationnel. Par ailleurs, il semblerait que les abeilles
solitaires aient une plus grande capacité a reconnaitre et memoriser des sources alimentaires
(Dukas and Real 1991).

Les abeilles ont besoin d’une source énergétique qu’elles trouvent dans nectar sous
forme d’hydrates de carbone. Elles se nourrissent également de pollen car elles y trouvent de
quoi satisfaire d’autres besoins que sont ceux en protéines, en acides aminés pour leur
métabolisme protéique ainsi qu’en stérols comme le cholestérol (27 atomes de carbone) pour
pouvoir synthétiser 1’hormone de mue, également appelée ecdysone (Brodscheider and
Crailsheim 2010). Cependant, peu de plantes produisent du cholestérol mais produisent en
revanche d’autres phytostérols (28 ou 29 atomes de carbone) (Hopkins 2003, Akihisa et al.

1991) et les abeilles ont des voies métaboliques adaptées pour les exploiter.

Il est possible de classer les abeilles selon leur niveau de spécialisation alimentaire :
certaines sont spécialistes sur une seule famille de plante et on les appelle alors oligolectigues.
En revanche, d’autres espéces sont généralistes et on les nomme alors polylectiques, ce qui
implique qu’elles se nourrissent sur des plantes appartenant a un rang taxonomique plus élevé
que la famille (Robertson 1925, Cane and Sipes 2006, Miiller and Kuhlmann 2008).

10
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La proportion d’espéces oligolectiques parmi les abeilles est de 1’ordre de 20 a 30 %
(Westrich 1989, Minckley and Roulston 2006). La ou le polylectisme est considéré comme un
avantage par le fait que cela réduise la dépendance a un nombre limité de ressources,
I’oligolectisme souléve des questions concernant 1’écologie, 1’évolution et la physiologie

(Wcislo and Cane 1996).

L’explication traditionnellement avancée concernant cette spécialisation est la suivante :
la spécialisation florale des abeilles est guidée par la limitation de la compétition
interspécifique (Robertson 1899, 1925, Michener 1954, Linsley 1958, Thorp 1969, Michener
1979). Cette théorie est faiblement supportée par des considérations faunistiques et
biogéographiques qui révelent que la proportion d’abeilles oligolectiques est plus élevée
(jusqu’a 60%) dans les écosystémes arides (i.e. grande diversité faunistique des abeilles mais
ressources florales limitées) que dans les écosystemes tempérés ou tropicaux (i.e. moins
d’especes d’abeilles mais une plus grande offre et diversité florale) (Michener 1979,

Moldenke 1979).

Des explications alternatives ont été formulées par Muller (1996) et Minckley and
Roulston (2006), a savoir les contraintes physiologiques ou comportementales et 1’efficacité
de récolte, respectivement. Cependant, ces deux hypotheses sont basées sur des considérations

théoriques et manquent de fondement expérimental.

La variation dans la chimie du pollen peut potentiellement affecter la qualité
nutritionnelle du pollen pour les abeilles (Praz et al. 2008, Sedivy et al. 2011), qui peuvent dés
lors développer des adaptations et une spécialisation (Janz and Nylin 2008). Ces
caractéristiques de I'n6te induisent une efficacité physiologique, une optimalisation de la
récolte mais aussi une discrimination efficace opérée par le pollinisateur et basée sur les traits

chimiques et visuels (Janz and Nylin 2008, Kallenbach et al. 2012).

L’olfaction est certainement le sens le plus important pour les abeilles et la
reconnaissance de leurs plantes hotes. En effet, ce sont les parfums floraux qui sont les

signaux percus de plus loin par les abeilles mais aussi en premier lieu par les abeilles naives
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(i.e. qui n’ont encore jamais consommé de production florale). Sur base d’analyse
électroantennographiques, il semblerait que les abeilles spécialistes aient des récepteurs
olfactifs spécifiques aux molécules émises par leurs plantes hétes (Dotterl and Vereecken
2010). A I’inverse des signaux olfactifs, ’attraction visuelle est limitée a une courte distance
(i.e. quelques centimeétres a quelques metres tout au plus) pour les fleurs simples. Cependant,
dans le cas de grandes inflorescences ou de grandes densités florales, les traits visuels de la
plante peuvent avoir un plus grand réle notamment via la perception des contrastes de
couleurs fleurs/parties végétatives impliquant les récepteurs visuels verts et non pas ceux

d’autres couleurs qui sont utiles uniquement de pres (Dotterl and Vereecken 2010).

D’apres Dotterl and Vereecken (2010), seuls sept taxons d’abeilles spécialistes ont été
investigués sur cet aspect de la reconnaissance des plantes hétes et il reste donc beaucoup de
zones de flou autour des parfums floraux et des molécules réellement impliquées dans
I’attraction des abeilles. Plus particuliérement, les données concernant les capacités de
détection de la composition chimique du pollen par les pollinisateurs sont encore trés rares

dans la littérature.
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2 Objectifs

Bien qu’il soit attendu que les abeilles spécialistes soient intimement adaptées a la leur
taxon de plante hote, que ce soit en terme de reconnaissance (i.e. contraintes neurologiques
liees aux traits visuels et olfactifs) ou de physiologie (i.e. contraintes physiologiques liées aux
caractéristiques chimiques et/ou structurales du pollen), la présence de filtres floraux dans ces
interactions spécifiques pourrait réduire I'éventail des hotes exploitables, notamment au sein
d’un méme genre floral. L’hypothése que de tels filtres puissent fagconner les interactions
plante-insecte chez les abeilles spécialistes n’a cependant encore jamais été testée a 1’heure

actuelle.

Pour mieux comprendre la spécialisation des interactions plantes-pollinisateurs, nous
avons étudié comment une abeille oligolectique (Andrena vaga) fait face a la variabilité de
ces hotes potentiels (du genre Salix, Salicaceae) et en sélectionne seulement certains. Il faut
alors considérer comment ces hétes potentiels varient en terme de signaux chimiques (e.g.
parfum) et en terme de nutriment, puisés dans le pollen, comme les acides aminés,

polypeptides et stérols.

Nous avons exploré les trois points suivants ; 1) les saules montrent-ils une variation
interspécifique significative en terme de composition chimique du pollen et cette variation
est-elle monophylétique ? ; 2) est-ce que les saules annoncent la qualité nutritionnelle de leur
pollen grace aux molécules volatiles émises par leurs inflorescences ? ; et 3) Andrena vaga

répond-elle de maniére comportementale en fonction des hotes qui sont disponibles ?
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3 Modeles

3.1 Andrenavaga
L’espéce Andrena vaga a été décrite pour la premiére fois en 1799 par le naturaliste
allemand Panzer. Il s’agit d’une espeéce d’abeille solitaire univoltine, psammophile et

oligalectique sur le genre Salix (Bischoff et al., 2003; VVanderplanck et al., 2009).

Tableau 2 : classification d’Andrena vaga dans le regne animal (d’aprés Rasmont et al.
2009).

Rang taxonomique Classification

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Super-ordre Endopterygota
Ordre Hymenoptera
Sous-ordre Apocrita
Super-Famille Apoideae
Famille Andrenidae
Sous-famille Andreninae
Genre Andrena
Espéce Andrena vaga

D’un point de vue morphologique, elle est de couleur noire avec un abdomen brillant et

des poils gris clairs sur la téte et le thorax (Bellmann, 1999). Le male se distingue de la

femelle par une plus petite taille et la présence de poils nombreux sur la face.

Figure 1 : Femelle d’Andrena vaga a gauche : vue latérale ; a droite : vue dorsale (Grande
bruyére de Blaton, crédits : A. Duhin)

La distribution de cette espéece est de type ouest-paléarctique (voir Fig. 2), ce qui

signifie que 1’on peut la retrouver dans une grande partie de I’Europe (Bischoff et al., 2003).
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Figure 2 : Distribution d’Andrena vaga (d’aprés le site internet atlashymenoptera.net)

Les males émergent avant les femelles. Cet événement est en concordance avec la
floraison de leurs plantes hotes : les saules (genre Salix L.), durant les mois de mars a mai
(Vanderplanck et al., 2009, Vereecken et al., 2006).

Il s’agit d’une espéce solitaire mais que 1’on retrouve fréquemment en large agrégation
en raison de ses besoins écologiques qui restreignent les biotopes propices a sa nidification :

des zones sablonneuses a proximité de saules (Fig. 3).

Figure 3 : A gauche : nids dans le sable ; & droite : femelle d’A. vaga creusant un nid
(Grande bruyere de Blaton) (crédits : A. Duhin).
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3.2 Legenre Salix L.

Ce genre de la famille des Salicaceae a été décrit par Linné en 1735. Cette famille
végétale comprend un autre genre : Populus L. et est composée d’arbres dioiques (i.e. arbres
avec des individus méles et des individus femelles séparés pour une méme espéce).
L’inflorescence est un chaton (i.e. type d’inflorescence en ¢€pis contenant des fleurs

unisexuées) (Kay 1985, Karrenberg et al. 2002).

Tableau 3 : Classification du genre Salix L. dans le régne végétal (d’aprés Lambinon et al.).

Rang taxonomique Classification
Cronquiste (1981) | APG Il (2009)

Reégne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Dilleniidae

Ordre Salicales | Malpighiales

Famille Salicaceae

Genre Salix

Le genre Salix L. a une distribution assez large dans tout 1’hémisphére Nord, dans les

zones tempérées et souvent humides (Zhen-Fu 1987, Argus 2007).

La pollinisation du genre Salix L. s’opére par divers facteurs que sont le vent (i.e.
anémophilie) et les insectes (i.e. entomophilie). Les différentes espéces de saules présentent
divers taux de pollinisation par ces deux vecteurs mais la plupart seraient entomophiles. De
plus, il s’agit d’un genre attirant particulierement les especes d’abeilles solitaires. Cependant,
d’autres insectes mais aussi des oiseaux peuvent polliniser les saules (Fussel et al. 2007, Kay
1985).
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4 Matériel et méthode

4.1 Spécimens de saules étudiés
Au total, dix-huit especes de saule ont été étudiées. Beaucoup de spécimens proviennent
du Jardin Botanique de Meise (qui dispose d’une importante collection de saules), d’autres

ont été échantillonnés dans leurs milieux naturels (Tableau 4).

Tableau 4 : Espeéces de saule étudiées, nombre de réplicas pour chaque analyse chimique
du pollen avec entre parentheses les analyses effectuées dans le cadre de ce travail,
échantillonnage des parfums floraux avec entre parenthéses les analyses effectuées dans le
cadre de ce travail, les autres provenant de Fussel et al. (2007), spécimens échantillonnés
pour la phylogénie, localisation des spécimens échantillonnés et information sur la visite

d’Andrena vaga sur ces espéces, base sur des observations non-publiées

Chimie du Pollen

Espéces de saule AA_ Polyp. Stérols Parfums  Phylogénie Localisation Visité
Salix alba 3 3 5 2 1 Tertre Oui
S. apennina 33 3(3) 0 (3%) 4 (4) 1 Meise NA
S. appendiculata 3 3 3 1 1 Meise Non
S. atrocinerea 6 6 6 2 1 Koolkerke Non
S. caprea 9 9 9 5 1 Blaton Oui
S. cinerea 3 3(2) 2 (1%) 6 1 Meise Oui
S. dichroa 3 3 3 4 (4) 1 Meise NA
S. integra 3 3 3 4 (4) 1 Meise NA
S. irrorata 3 3(2) 1(2%) 4 (4) 1 Meise NA
S. muscina 3 3 3 4 (4) 1 Meise NA
S. repens 3 2 3 6 0** Meise Non
S. sericans 3 3 0 (3%) 4 (4) 1 Meise NA
S. subopposita 3 3(2) 2 (1%) 4 (4) 1 Meise NA
S. triandra 3 0 3 5 1 Koolkerke Oui
S. udensis 3(3) 3(3) 0 (3%) 2 (2) 1 Meise NA
S. wimmeriana 3 3(2) 2 (1%) 4 (4) 1 Meise NA
S. x multinervis 3 3 3 4 (4) 1 Bihain Non
S. X rubens 9 6 9 4 (4) 1 Nimy, Koolkerke  Oui

*Les données récoltées sur les stérols pour ce travail n’ont pas pu étre exploitées en raison de
la faible qualité des chromatogrammes obtenus et il n’a pas été possible de recommencer les

analyses par manque de matériel végétal.

**Une espece n’a pas été échantillonnée pour la phylogénie car le spécimen précédemment

étudié au Jardin Botanique de Meise est mort depuis.
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4.2  Population d’Andrena vaga étudiée

Une seule population d’andrénes a été étudiée : celle de la Grande Bruyeére de Blaton,
sur la commune de Bernissart (Hainaut, Belgique). 11 s’agit d’une réserve naturelle domaniale
(RND) (12.21 ha), comprise dans un site de grand intérét biologique (31.84 ha). Cette
population a été utilisée pour effectuer des tests éthologiques de choix floraux.
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Figure 5 : RND (en jaune) et SIGB (en vert) « Grande Bruyere de Blaton »
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4.3 Chimie du pollen

Le pollen est prélevé a méme I’arbre si 1’arbre est au bon stade de floraison. Si les
chatons ne liberent pas le pollen, quelques branches sont prélevées et conservées dans un seau
d’ecau au laboratoire afin que les anthéres maturent et liberent les grains de pollen. Ces
derniers sont récoltés sur une plaque en verre au-dessus de laquelle on secoue les chatons. Le
pollen est ensuite conservé au congélateur (-20 °C) afin de préserver au mieux tous les

composants.

Les analyses en composition d’acides aminés du pollen ont été effectuées au centre
agronomique Gembloux Agro Bio-Tech (Université de Liege). Des échantillons (entre 2 et 5
mg) de pollen, préalablement lyophilisé et conservé a -20 °C, ont été envoyés en triplicata
minimum pour chacune des espéces de saule. L’analyse est effectuée sur ImL d’une solution
d’hydrolyse acide (HCI 6M, phénol 0.1%, norleucine 500 nM/mL) en suivant le protocole de
Vanderplanck et al. 2014. La norleucine est un standard interne nécessaire a la quantification.
Afin d’¢éviter la dégradation de la méthionine, les échantillons sont passés une minute a
I’azote liquide, avant d’étre incubés a 110°C pendant 24h. Ensuite, la solution est évaporée
sous vide dans un bain d’eau portée a ébullition (100°C). L’échantillon peut alors étre repris
dans 1 mL de solution tampon citrate sodium a un pH de 2.2. Cette solution est homogénéisée
avant d’étre filtrée (0.2 um). Le filtrat est alors transféré dans un tube HPLC afin d’étre
injecté. Chaque acide aminé est quantifié séparément dans un chromatographe échangeur
d’ion (modéle Biochrom 20plus amino acids analyzer). Une réaction ninhydrine post-colonne

est ensuite effectuée pour réveéler les dérivés colorés sous une lampe a ultra-violets.

La quantification des polypeptides a été effectuée a I’aide du kit BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Thermo Scientific) et ce, apres une extraction et une purification suivant la méthode
de Vanderplanck et al. (2014). Pour chaque extraction, le pollen (5mg) a été lyophilisé durant
24h puis broyé a I’aide d’azote liquide. Par la suite, trois lavages ont été réalisés, a une
température de 4°C. Le premier lavage a été effectué a I’aide de TCA/acétone 10%, le suivant

avec du méthanol 80% et de 1’acétate d’ammonium 0.1M (mélange a volumes égaux) et enfin
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le dernier lavage avec de 1’acétone 80%. Une fois le culot séché, les polypeptides ont été
extraits a 1’aide d’un mélange phénol/SDS. La phase phénolique est ensuite utilisée afin de
précipiter les polypeptides, ce qui est réalisé¢ en ajoutant une solution d’acétate d’ammonium
méthanolique 0.1M. La solution est gardée a -20°C durant une nuit pour que la précipitation
puisse avoir lieu. Le culot ainsi obtenu est lavé successivement a 1’aide de méhtanol 100%
glacé et d’acétone 80% glacé également. Finalement, le culot de polypeptides est bri¢vement
laissé a sécher a I’air libre et enfin dissout dans une solution guanidine.HCl 4M a pH 8.5 pour
une quantification BCA, utilisant une courbe de calibration réalisée avec de la BSA (aloumine

sérique bovine).

La composition en stérols a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse, couplée
a un détecteur a ionisation a flamme (GC-FID) apres extraction et purification, suivant le
protocole de Vanderplack et al. (2011). Les principales étapes sont une saponification réalisée
a I’aide de I’hydroxyde de potassium méthanolique, une extraction de partie insaponifiable
avec de I’éther diéthylique et quelques lavages de la phase organique, une évaporation du
solvant, une chromatographie sur couche mince de silice pour isoler les stérols, une sylilation
(dérivatisation avec un groupement triméthylsilyle) des stérols et finalement, une séparation
des stérols ainsi dérivatisés par chromatographie en phase gazeuse (GC). La quantification est
possible par I’ajout d’un standard interne de bétuline. Les identifications de composés ont,
quant a elles, ét¢ possibles grace a ’injection de stérols issus d’huile de tournesol, dont la
composition est bien connue, et vérifiées par chromatographie en phase gazeuse couplée a de
la spectrométrie de masse (GC-MS). La partie extraction et purification a été réalisée au
laboratoire de Zoologie de ’'UMONS, tandis que la partie quantification et identification a eu
lieu au centre agronomique Gembloux Agro Bio-Tech (Université de Liege).

Afin de traiter les données concernant les différents composés chimiques du pollen
étudiés ici, divers tests statistiques ont été effectués. Tout d’abord, pour comparer les
concentrations totales entre les différentes espéces, des tests d’analyse de la variance ont été
employeés, a savoir des ANOVA (Analysis of Variance), ce type de test nécessitant la
vérification de 1’homocédasticité (test de Bartlett) et de la normalité (test de Shapiro-Wilk),
ou des tests de Kruskal-Wallis (qui sont des tests non-paramétriques, utilisés si les conditions

d’applications requises n’étaient pas respectées), des comparaisons multiples des moyennes
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(tests de Tukey si les conditions d’applications sont respectées) ont été employés. Ensuite,
pour comparer les profils en acides aminés et en stérols des différentes espéces, des analyses
de variance multivariées avec permutations (PerMANOVA) et également des comparaisons
par paire (Pairwise comparaisons) afin de comparer les échantillons entre eux ont éte utilisés.
Des dendrogrammes ont aussi été réalisés pour illustrer les PerMANOVA, basés sur les
distances de Bray-Curtis, qui est un indice de dissimilarité, en utilisant des liens moyens. Pour
les acides aminés, il y a également eu une recherche de composés indicateurs avec un test de
valeur indicatrice (IndVal pour indicator value). Les traitements statistiques ont été réalisés
avec le logiciel R 2.14.1 et R 3.3.0.

4.4 Parfums floraux

Un total de onze espéces a été échantillonné spécifiquement pour ce travail suivant le
protocole mis au point dans Flssel et al. (2007), les sept autres provenant de cette méme étude
(Tableau 4). Pour chaque espece, un contrble et 4 échantillons contenant des fleurs ont été
réalisés. Ce contrble permet d’identifier les composes qui ne sont pas spécifiques aux parfums
floraux et qui proviennent des branches, des feuilles ou encore, des éléments du dispositif de

capture. Ces composés sont alors retirés de la liste des molécules florales.

Les parfums ont été prélevés entre le 27 mars et le 4 mai 2015, suivant la période de
floraison des différentes espéces, durant la matinée ou le début d’aprés-midi (entre 10h et

14h). Le temps était généralement ensoleillé avec parfois quelques nuages et peu de vent.

Le prélevement a éte effectué a I’aide d’un dispositif spécifique et suivant la méme
méthode que pour Fussel et al. (2007). Quelques chatons (de 3 a 13, selon leur taille) sont
enfermés dans un sac de cuisson en plastique (Nalophan) et deux trous sont alors faits dans ce
sac : 1’'un pour brancher le dispositif de capture des parfums, ’autre, a I’opposé pour
permettre un flux d’air au travers des inflorescences. Le dispositif se compose
successivement : d’un piége au charbon actif, d’un filtre, d’'une pompe ainsi que d’un
fluxmetre (réglé sur 0.2 LPM), tous les éléments étant raccordés a ’aide de fin tuyaux en

silicone (Fig. 6). La durée du prélevement a été fixée a 20 minutes.
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Le stockage des échantillons a été effectué a -20 °C et ils ont été envoyés a 1’Université
de Salzbourg pour étre analysés (chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse

(GC-MS)) dans de la carboglace, afin d’éviter la dégradation de 1’échantillon.

-f{? ] 3

Figure 6 : schéma du dispositif de capture des parfums avec de gauche a droite : les
inflorescences jaunes enfermées dans un sac de cuisson auquel est fixé le piege a charbon
actif (a ’aide d’un attache trombone), fiché dans un tube de silicone gris au bout duquel il
y a un filtre, relié par un autre tube de silicone a la pompe (alimentée par une pile

électrique 9V) et reliée a un fluxmeétre réglé sur 0.2 LPM.

Cette étude est possible grace a I’utilisation de la technologie de chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectromeétre de masse. La premiére partie du dispositif sert a
relacher progressivement les molécules présentent dans 1’extrait (en fonction de 1’affinité
qu’elles ont avec la colonne) tandis que la deuxieéme partie sert a détecter de quelle molécule

il s’agit, griace a son rapport masse sur charge (m/z) qui est typique a chaque molécule.

L’¢étude des parfums floraux est longue et difficile. En effet, il faut analyser chaque
chromatogramme manuellement afin de répertorier les molécules présentent dans chacun

d’eux.

Diverses informations sont ainsi récoltées dans un tableau : le temps de rétention,

I’indice de rétention, le nom du composé (trouvé grace a une base de données implémentée
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dans le programme utilisé) ainsi que les six principaux pics de spectrométrie de masse,

servant justement a déterminer de quelle molécule il s’agit.

Les analyses chimiques ont été réalisées au GC-MS (chromatographie en phase gazeuse
couplée a un spectrométre de masse) du laboratoire d’Ecologie et Evolution de 1’Université de

Salzburg en Autriche, suivant la méthode décrite dans Fissel et al. (2007).

Par la suite, les spectres ont été analysés a 1’aide du programme GCMS Postrun
Analysis (GCMSSolution Software), permettant d’identifier les composés présent dans les
chromatogrammes obtenus et d’intégrer la surface sous les pics afin d’obtenir les quantités de

chaque substance détectée.

4.5 Tests éthologiques

Lors de la premiére année de tests, des branches en fleurs de deux espéces de saules
non-significativement (p > 0,05) différentes en concentration en polypeptides et dont la
période de floraison coincide avec la période de vol des andrénes ont été étudiées. Ce sont
Salix x rubens et S. appendiculata (récoltés respectivement a Nimy et au Jardin Botanique de
Meise le 17 avril pour les 3 premiers jours de test et le 24 avril pour les tests du 27 avril) qui
ont été sélectionnées et dont des branches ont été prélevées a 1’aide d’un sécateur. Le nombre
de chatons a été comptabilisé afin de prélever un minimum de matériel, afin de ne pas
endommager notamment les spécimens de jardin botanique ou avoir un effet négatif trop fort

sur une population sauvage.

Ces tests préliminaires ont été suivis, 1’année suivante, de test avec deux especes de
saules significativement (p < 0,05) différentes en terme de contenu en polypeptides et
fleurissant durant la période de vol d’Andrena vaga : Salix x rubens (méme arbre que pour la
premiere année de tests) et S. atrocinerea. Cette derniére espece provient de Koolkerke, pres
de Bruges, et pousse les pieds dans 1’eau. La difficile récolte des branches et le petit nombre
d’individus males de la population n’ont permis de récolter que deux bouquets de 85

inflorescences. Ces branches ont été récoltées le 20 avril 2016.

L’étude comportementale a été réalisée sur la population d’Andrena vaga présente a la

grande Bruyeére de Blaton (sur la commune de Bernissart).
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Quatre jours d’expérimentation ont été nécessaires pour realiser ces tests : les 18, 20, 22
et 27 avril 2015.

Les bouquets de 100 chatons de Salix x rubens et de S. appendiculata ont été présentés
dans des pots contenants de I’cau, fixés a un métre de hauteur, sur des piquets en bois a I’aide
de scotch. Ce dispositif formait un carré de 3m de c6té. Deux bouquets de chaque espéce se
faisaient face dans les diagonales du carré. Les bouquets étaient changés toutes les heures et a
cette occasion, les espéces étaient inversées de position. L’expérimentateur se trouvait au
centre du carré et prenait note des paramétres suivants pour chaque visite : le bouquet visité ;

le sexe de I’andréne visiteuse et le temps de visite (Fig. 7).

Figure 7 : dispositif expérimental de test éthologique avec une espece figurée en orange et
Dautre en bleu : les 2 bouquets d’une méme espece sont placés a 1 m de hauteur, sur la

méme diagonale du carré de 3 m de coté, I’observateur se tenant au centre du dispositif

Pour la deuxiéeme année de test, ce sont deux bouquets de Salix atrocinerea et deux
bouquets de S. x rubens qui ont été utilisés dans le dispositif. Une rotation a bien eu lieu
toutes les heures mais sans remplacement des bouquets, ceux-ci changeant seulement
d’emplacement dans le dispositif. Les tests ont eu lieu les 21 et 22 avril 2016, toujours sur la
population d’Andrena vaga de la grande Bruyére de Blaton. Le dispositif était identique a
celui mis au point 1’année précédente (a I’exception du nombre de chatons par bouquet) et les
mémes parametres ont été mesurés.
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Afin de traiter les données récoltées lors des tests éthologiques, des modeles linéaires
géneralisés mixes (ou GLMM pour Generalized linear mixed model) (Bolker et al. 2009) ont
¢été utilisés afin de tester ’influence des divers paramétres mesurés sur la durée de visite et
I’attractivité. Une ANOVA avec approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger a
ainsi été réalisée sur le GLMM, aprés vérification des conditions d’application sur les résidus
(Shapiro-Wilk pour la normalité et overdispersion pour I’homoscédasticité). Ces tests

statistiques ont été réalisés avec le logiciel R, versions 2.14.1 et 3.3.0.

4.6 Phylogenie des saules

Ce sont toutes les espéces étudiées pour les traits chimiques (chimie du pollen et
parfums floraux) qui ont été échantillonnées les 12 et 13 ao(t 2015 a 1’exception de Salix
repens rosmarinifolia dont le spécimen précédemment étudié était mort. Quelques feuilles
sont prélevées et placées dans un sachet a thé, lui-méme placé dans un sac plastique
hermétique dans lequel, des billes de silice sont ajoutée afin d’assécher les feuilles

rapidement. Les échantillons peuvent ainsi étre conservés plusieurs années.

Parallélement a la collecte des feuilles, un herbier de référence a été realisé en
collectant, pour chaque arbre échantillonné, un rameau ensuite mis en herbier et conservé au

Jardin Botanique de Meise.

Les génes choisis 1’ont été en fonction d’un article récemment paru sur le sujet (Wu et
al. 2015) : deux genes nucléaires ETS et ITS ainsi que deux génes chloroplastiques : atpB-
rbcl et trnD-T, sur les six génes employés par Wu et al. (2015). Cependant, les résultats de

I’amplification du géne ETS n’étant pas satisfaisant, ils n’ont pas été utilisés.

Des espéces dont les données proviennent de GenBank ont été ajoutées a celles
séquencées lors de ce travail pour replacer ces especes dans un contexte plus global (Fig. 11)

avec un total de 64 especes de saule et 2 out-groups.
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Les analyses ont été réalisées au Jardin Botanique de Meise avec le docteur Steven
Janssens. Toutes les espéces étudiées ont pu étre séquencées, a 1’exception de Salix repens

rosmarinifolia dont le spécimen du jardin Botanique de Meise, étudié jusqu’alors, était mort.

Les principales étapes sont tout d’abord, une extraction avec un broyage mécanique,
un lavage au sorbitol, une lyse au CTAB (CTAB 2%, PVP-40 1% et mercapto-éthanol 0.3%),
I’extraction proprement dite avec du chloroforme et enfin une précipitation a 1’isopropanol.
La seconde étape est une migration de I’ADN extrait, resuspendu dans du TE (Tris-EDTA),
sur gel d’agarose 4% afin de juger la quantité présente en solution. Il est alors possible de
diluer I’échantillon. La phase suivante est une amplification par PCR (réaction de polymérase
en chaine) avec les primers présentés dans le Tableau 5. Une migration est & nouveau
effectuée afin, cette fois-ci, de vérifier que des fragments ont bien été amplifiés. Les produits
ont alors pu étre nettoyés des différents éléments ajoutés lors de la PCR et inutiles désormais

avant d’étre envoyés a une firme extérieur (MacroGen) afin d’étre séquences.

Tableau 5 : Amorces utilisées pour les 4 génes amplifiés (toutes écrites de le sens 5’ vers

3’), F signifie forward et R signifie reverse

Amorce Séquence Référence

ITS4 (F) TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990)

ITS5 (R) GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White et al. (1990)

ETS-Erit-F  CTTGTATGGGTTGGTTGGA Negron-Ortiz and Watson (2002)

18S-ETS (R) ACTTACACATGCATGGCTTAATCT Baldwin and Markos (1998)
atpB-1(F) ACATCKARTACKGGACCAATAA  Chiang et al. (1998)

rbcL-1 (R) AACACCAGCTTTRAATCCAA Chiang et al. (1998)
trnD-F ACCAATTGAACTACAATCCC Fénart et al. (2006)
trnT-R CTACCACTGAGTTAAAAGGG Fénart et al. (2006)

Par la suite, les séquences ont été alignées avec le programme Geneious (Kearse,
2012). Le programme Metapiga 3.1 a été utilisé pour réaliser un arbre avec la méthode de
maximum de vraissemblance et des valeurs de bootstrap ont également été calculées pour cet

arbre.
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Diverses séquences provenant de GenBank (publiée par Wu et al. (2015)) ont été été
utilisées pour avoir une vue plus générale des especes étudiees ici dans le genre Salix. Les
numéros d’accession des séquences réalisées pour ce travail seront disponibles une fois qu’un

article utilisant ces données sera publié.

Sur base d’un nouvel arbre ne comprenant que les especes étudiées dans ce mémoire et
réalisé de la méme maniere que le premier (maximum de vraissemblance et bootstrap avec le
programme Metapiga 3.1), du character mapping a été réalisé sur I’arbre obtenu en utilisant la

méthode de maximum de vraisemblance a ’aide du logiciel Mesquite 3.04.
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5 Reésultats

5.1 Chimie du pollen

La composition en acides aminés totaux a été étudiée ainsi que celle en acides aminés
essentiels (i.e. arginine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phéenylalanine,
thréonine, tyrosine, valine (De Groot, 1953)). Les analyses permettent d’avoir une
concentration globale en acides aminés pour chaque espéce mais aussi son profil détaillé et

ces deux aspects sont étudiés pour les acides aminés totaux ainsi que pour les essentiels.

5.1.1.1.1 Comparaison des concentrations globales

Une ANOVA univariée a été réalisée pour analyser la variance, tous acides aminés
confondus. Avant de pouvoir faire ce test, il faut vérifier deux conditions d’application. En
effet, les données doivent suivre une distribution normale et afin de vérifier que c’est bien le
cas, un test de Shapiro-Wilk a éte effectué. Pour les données brutes (i. e. sans transformation
mathématique), ces conditions d’application ne sont pas respectées. Une transformation
logarithmique des données a été employée afin de rencontrer les conditions d’application de
’ANOVA (Normalit¢é - Test de Shapiro-Wilk : W = 0,973; p-value = 0,142 et
Homoscédasticité - Bartlett's K-squared = 27,317 ; df = 17 ; p-value = 0,054).

L’ANOVA ainsi réalisée, sur les données modifiées, donne un résultat significatif au
seuil de 0,05 avec une F-value de 4,423 (p < 0,001). Il y a donc une différence significative
(p < 0,05) entre au moins deux especes de saule.

Un test de comparaison multiple des moyennes a été effectué afin de déterminer pour
quelles espéces les moyennes différaient entre-elles, ce qui est possible griace a 1’utilisation

d’un test de Tukey (Tableau 6). L’espéce Salix sericans differe de beaucoup d’autres espéces.
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Tableau 6 : Paires d’espéces de saules dont les moyennes différent significativement
(p < 0,05), sur base d’un test de Tukey et probabilité associée pour les acides aminés totaux

Paires d’especes de saule Probabilité
Salix sericans-S. alba 0.013
S. sericans-S. appendiculata <0.001
S. subopposita-S. appendiculata 0.022
S. udensis-S. appendiculata 0.017
S. sericans-S. atrocinerea 0.013
S. sericans-S. caprea 0.002
S. sericans-S. integra 0.001
S. sericans-S. muscina 0.012
S. subopposita-S. repens rosmarinifolia 0.037
S. udensis-S. repens rosmarinifolia 0.030
S. x multinervis-S. sericans 0.004

Un classement croissant de concentration en acides aminés (en mg/g de pollen
lyophilisé) (Tableau 7) a été realisé. Les espéces ont été classées dans différents groupes a

I’aide des résultats du test de comparaison multiple des moyennes de Tukey (Tableau 6).

Tableau 7 : classement croissant de la concentration moyenne en acides aminés totaux des
especes de saule étudiées, classement en groupes sur base du test de comparaison multiple

des moyennes de Tukey

Espéce de saule (n) Moyenne (+ écart-type) Groupe Visité par Andrena vaga
(mg/g de pollen lyophilisé)

Salix sericans (3) 262,48 (x17,17) ab NA
S. udensis (3) 289,75 (+12,73) bc NA
S. subopposita (3)  291,3 (x10,65) bc NA
S. cinerea (3) 308,24 (+48,01) abcd Oui
S. apennina (3) 313,55 (+18,99) abcd NA
S. X rubens (9) 317,53 (+45,83) abcd Oui
S. triandra (3) 319,38 (+6,66) abcd Oui
S. irrorata (3) 333,35 (+22,44) abcd NA
S. atrocinerea (6) 339,73 (£9,82) abcd Non
S. dichroa (3) 339,87 (+9,81) abcd NA
S.wimmeriana (3) 340,77 (x22,06) abcd NA
S. caprea (9) 348,57 (£26,65) cd Oui
S. alba (3) 354,25 (+£29,4) cd Oui
S. muscina (3) 355,05 (£24,74) cd NA
S. x multinervis (3) 364,25 (x21,73) cd Non
S. integra (3) 374,18 (£23,75) cd NA
S. repens (3) 386,11 (+64,45) ad Non
S. appendiculata (3) 388 (+10,24) d Non
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Les différentes espéces ne se sont pas significativement différentes au seuil de 5%.
Elles suivent un continuum et il n’est pas possible de former des groupes distincts. Cependant,
certaines especes semblent étre fortement concentrées (Salix appendiculata, S. repens
rosmarinifolia, S. integra , S. x multinervis, S. muscina, S. alba et S. caprea) tandis que
d’autres sont moins concentrées (en particulier Salix sericans mais aussi S. udensis et S.

subopposita), le reste des especes s’échelonnant entre ces extrémes.

5.1.1.1.2 Comparaison des profils

Pour la réalisation des analyses mutlivariées et plus particulierement,
I’ANOVA multivariée avec permutations, une condition d’application a été préalablement
vérifiée en effectuant une ANOVA sur les distances. En I’occurrence, ce sont les distances de

Bray-Curtis qui ont été utilisées, retournant une F-value de 1,687 (p = 0,077).

La PerMANOVA a donc été réalisée avec 1000 permutations, retournant une F-value
de 11,391 et un Rz de 0,791 (p = 0,001).

Enfin, des analyses de comparaisons par paire ont été utilisées (Pairwise) afin de
comparer le contenu en acides aminés entre les différentes especes de saule (le tableau

complet est disponible en annexes : Tableau Al).

La PerMANOVA est illustrée par un dendrogramme (distances de Bray-Curtis, liens
moyens) (Fig. 8). Salix apennina et Salix udensis semblent avoir un profil particulier (Fig. 8),
différent de celui des autres especes mais aucun groupe n’a pu étre clairement formé sur base

du résultat de la comparaison pair par pair (Pairwise, tableau Al en annexe).
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Figure 8 : dendrogramme illustrant la dissimilarité de composition des profils en acides
aminés totaux des différents réplicas (basé sur une matrice de distances de Bray-Curtis et

realisé avec des liens moyens)

Aucun cluster d’espéces visitées ou non par Andrena vaga ne se forme sur ce
dendrogramme (Fig. 8), ce qui permet d’affirmer que ce n’est pas le profil en acides aminés
totaux du pollen qui explique ce choix de I’abeille.
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Les acides aminés essentiels ont été étudiés spécifiquement, afin de s’assurer que seuls
ces acides aminés-la ne différaient pas entre les especes de saules. Les mémes tests

statistiques ont été utilisés.

5.1.1.2.1 Comparaison globale des concentrations moyennes

Pour effectuer ’ANOVA univariée, les conditions d’application ont été également
vérifiées mais n’étaient pas vérifiées pour les données non-transformées et une transformation
logarhitmique a a nouveau été utilisee (Normalité — test de Shapiro-Wilk : W = 0,971 ; p-
value = 0,110 et Homoscédastitité - test de Bartlett : Bartlett's K-squared = 26,073 ; df = 17 ;
p-value = 0,073)

L’ANOVA réalisée sur les données modifiées donne le résultat significatif
(p = 0,05) suivant : F-value = 4,473 (p < 0,001).

Des tests de comparaison des moyennes de Tukey ont été effectués (Tableau 8).

Tableau 8: Paires d’espéces de saules dont les moyennes différent significativement
(p < 0,05), réalisé avec un test de Tukey, et p-value associées pour le contenu en acides

aminés essentiels

Paires d’especes de saule Probabilité
Salix sericans-S. alba 0.008
S. sericans-S. appendiculata <0.001
S. subopposita-S. appendiculata 0.021
S. sericans-S. atrocinerea 0.007
S. sericans-S. caprea <0.001
S. sericans-S. dichroa 0.047
S. sericans-S. integra <0.001
S. sericans-S. muscina 0.007
S. sericans-S. repens rosmarinifolia <0.001
S. subopposita-S. repens rosmarinifolia 0.023
S. wimmeriana-S. sericans 0.039
S. x multinervis-S. sericans 0.003

Il semble a nouveau que Salix sericans différe de beaucoup d’autres espéces pour le

contenu global en acides aminés essentiels.
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Tableau 9 : classement croissant de la concentration moyenne en acides aminés essentiels

des especes de saule étudiées, classement en groupes sur base du test de comparaison

multiple des moyennes de Tukey

Espece de saule (n) Moyenne (+ écart-type) Groupe Visité par Andrena vaga

(mg/g de pollen lyophilisé)

Salix sericans

. subopposita
. udensis

. cinerea

. X rubens

. triandra

. apennina
irrorata

. dichroa

. atrocinerea

. wimmeriana
caprea

alba

. muscina

. X multinervis
. integra

. appendiculata
. repens

R RGN R R R R N R R N N N R )

145,181(+ 8,777)
163,294 (5,972)
170,352 (+7,238)
171,194 (+26,449)
177,540 (+26,183)
180,837 (+3,713)
183,489 (+10,633)
187,705 (+13,276)
190,389(5,617)
191,497 (+6,475)
191,604 (+13,121)
198,187 (+15,581)
199,753 (+16,663)
200,090 (+14,021)
204,293 (+13,558)
212,643 (+14,144)
218,819 (+ 6,409)
220,553 (+ 38,528)

a
ab
abc
abc
abc
abc
abc
abc
bc
bc
bc
bc
bc
bc
bc
bc
Cc

Cc

NA
NA
NA
Oui
Oui
Oui
NA
NA
NA
Non
NA
Oui
Oui
NA
Non
NA
Non
Non

5.1.1.2.2 Comparaison des profils

Une PerMANOVA a éteé réalisée avec 1000 permutations apres vérification des conditions

d’application (ANOVA

p = 0.100) et a donné une F-value de 6,024 et un R2 de 0,668 (p = 0,001).

sur les

distances

de Bray-Curtis :

F-value

1,598 ;

Des analyses de comparaison par paire (Pairwise) ont été effectuées également pour

les acides amineés essentiels. Les résultats sont disponibles en annexes (Tableau A2).
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Figure 9 : dendrogramme illustrant la dissimilarité de composition des profils en acides
aminés essentiels des différents réplicas (basé sur une matrice de distances de Bray-Curtis

et réalise avec des liens moyens)

Comme pour les acides aminés totaux, aucun cluster d’espéces visitées ou non par
Andrena vaga ne se forme sur ce dendrogramme (Fig. 9). Cela laisse a penser que ce n’est pas
le profil en acides aminés essentiels du pollen qui explique ce choix de I’abeille.
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Une recherche de composés indicateurs a été menée. Cela permet de déterminer si
certains composés sont hautement variables et pourraient ainsi avoir une concentration
typique pour une espéce donnée et ainsi faciliter 1’identification en quantifiant spécifiqguement

ce composé et en I’occurrence : cet acide aminé (Tableau 10).

Tableau 10 : recherche de composés indicateurs parmi les acides aminés

Acide aminé Espece Valeur indicatrice Probabilité
Cystéine Salixalba  0.1321 0.028
Méthionine S. apennina 0.1282 0.017
Thréonine  S.apennina 0.0896 0.017
Tyrosine S. apennina 0.0817 0.017

Il s’aveére que certains acides aminés apparaissent comme potentiellement indicateurs.

Cependant, les valeurs indicatrices sont assez faibles et jugée insuffisante pour

qualifier un composé d’indicateur.

Les conditions d’application de ’ANOVA n’étaient pas rencontrées et c’est donc un
test de Kruskal-Wallis qui a été effectué, donnant un facteur H = 18,65 (p = 0,179). La
probabilité étant supérieure a un seuil de 5%, il en résulte qu’aucune différence significative

n’existe entre les espéces pour leur contenu en stérols.

Les différentes espéces ont pu étre classées sur base de la concentration en stérols.
Cependant, aucun groupe n’a pu é&tre formé sur base des résultats des tests de Tukey

puisqu’aucune espece n’est significativement différente d’une autre (Tableau 11).
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Tableau 11 : classement croissant du la concentration moyenne en stérols des especes de

saule étudiées, classement en groupes sur base du test de comparaison multiple des

moyennes de Tukey

Espece de saule (n) Moyenne (+ écart-type) Groupe Visité par Andrena vaga
(mg/g de pollen lyophilisé)

DO ULULUOLOLOLOOLOLOLO!LO;O;m;,m oo

.irrorata (1)

. wimmeriana (2)
. atrocinerea (6)
. caprea (9)

. appendiculata (3)
. alba (5)

. muscina (3)

. X multinervis (3)
. cinerea (2)

. subopposita (2)
. X rubens (9)

. triandra (3)

. dichroa (3)

. integra (3)

. repens (3)

. apennina (0)

. sericans (0)

. udensis (0)

6,2
7.8 (£3.87)
8.06 (+0.89)
8.56 (+2.19)
8.66 (+1.25)
9.42 (+1.47)
9.76 (+0.44)
10.03 (+2.38)
10.09 (+3.79)
10.48 (+2.25)
12.36 (+14.02)
14.35 (£6.2)
14.86 (+7.01)
15.16 (+6.79)
18.52 (+8.87)
NA

NA

NA

DO DD DYDY DO®Y VYYD

NA
NA
Non
Oui
Non
Oui
NA
Non
Oui
NA
Oui
Oui
NA
NA
Non
NA
NA
NA

L’absence de groupement est également visible sur le dendrogramme (Fig. 10).

Du point de vue quantitatif, ce sont toujours les mémes stérols qui sont majoritaires

avec soit le p-sitostérol (10 fois sur 15) ou le 85-avenastérol (5 fois sur 15) qui est le stérol

majoritaire, I’autre étant second et ce, pour chaque espece de saule étudiée pour ce travail et

pour lesquelles 1’analyse des stérols a été réalisée avec succes.

36



A. DUHIN — Evolution de I’interaction entre 1’espéce d’abeille solitaire Andrena vaga
(Panzer) (Hymenoptera, Apoidea) et les saules (genre Salix L., Salicaceae) — 2016

[  Visité par Andrena vaga Height
I Non-visité par Andrena vaga
BN Donnée non-disponible 0.0 01 02 03 04 05 06

|

L | l | | |
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Salix integra
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Salix x rubens
Salix x rubens
Salix x rubens
Salix x rubens
Salix dichroa
Salix irrorata
Salix repens rosmarinifolia ——————
Salix subopposita f—— |
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Salix x multinervis
Salix x multinervis
Salix alba
Salix caprea
Salix appendiculata
Salix x multinervis
Salix x rubens
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Salix atrocinerea
Salix atrocinerea
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Salix appendiculata
Salix x rubens
Salix alba
Salix alba
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Salix caprea
Salix caprea
Salix cinerea
Salix caprea
Salix caprea
Salix caprea
Salix caprea
Salix caprea
Salix caprea
Salix x rubens [}
Salix repens rosmarinifolia
Salix repens rosmarinifolia
Salix dichroa
Salix x rubens

=

o

T

l

Figure 10 : dendrogramme illustrant la dissimilarité de composition des profils en stérols
des différents réplicas (basé sur une matrice de distances de Bray-Curtis et réalisé avec des

liens moyens)

Comme pour les deux dendrogrammes réalises pour le profil en acides aminés totaux
ou essentiels, aucun cluster d’espéces visitées ou non par Andrena vaga ne se forme sur ce
dendrogramme (Fig. 10), ce n’est pas le profil en stérols du pollen qui explique ce choix de

[’abeille.
37



A. DUHIN — Evolution de I’interaction entre 1’espéce d’abeille solitaire Andrena vaga
(Panzer) (Hymenoptera, Apoidea) et les saules (genre Salix L., Salicaceae) — 2016

L’analyse des polypeptides est uniqguement quantitative, ¢’est pourquoi, Seuls des tests

univaries peuvent étre utilisés.

Tableau 12 : classement croissant du la concentration moyenne en polypeptides des especes
de saule étudiées, classement en groupes sur base du test de comparaison multiple des

moyennes

Espéce de saule (n) Moyenne (+ écart-type) Groupe Visité par Andrena vaga

(mg/g de pollen lyophilisé)

Salix dichroa (3) 31.70 (x2.06) ab NA

S. atrocinerea (6) 51.21 (£24.90) a Non
S. wimmeriana (3) 52.34 (£15.12) abc NA
S. subopposita (3) 70.52 (£10.75) abc NA
S. muscina (3) 76.94 (£18.27) abc NA
S. udensis (3) 82.44 (+£25.18) abc NA
S. apennina (3) 84.84 (£8.39) abc NA
S. integra (3) 85.01 (£16.26) abc NA
S. appendiculata (3) 85.04 (£62.78) abc Non
S. sericans (3) 92.48 (£9.36) abc NA
S. cinerea (3) 98.83 (£52.31) abc Oui
S. irrorata (1) 114.66 NA
S. repens rosmarinifolia (2) 114.73 (x24.23) abc Non
S. x multinervis (3) 117.67 (£1.65) abc Non
S. caprea (9) 140.68 (£37.64) c Oui
S. X rubens (6) 155.25 (£55.41) bc Oui
S. alba (3) 189.72 (+11.28) c Oui
S. triandra (0) NA Oui

Comme pour les deux autres catégories de nutriments, la concentration en polypeptides
dans le pollen suit un continuum et ne permet pas de former des groupes parmi les espéces de
saule étudiées. Toutefois, il semble que certaines espéces soient plus concentrées (Salix alba,
S. x rubens et S. caprea) et celles-ci sont toutes visitées par Andrena vaga (Salix cinerea étant
également visité mais moins concentré que les autres et les données sont manquantes pour
S. triandra). A I’opposé, des espéces particuliérement peu concentrées sont retrouvées
(Salix dichroa et S. atrocinerea). Entre ces deux catégories, le reste des espéces a une
concentration en polypeptides intermédiaire.

Tout d’abord, les conditions d’application ont été testées pour une ANOVA univariée, a
savoir la normalit¢ et I’homoscédasticité. Les données ne suivent pas une distribution

normale, ce qui est démontré par un test de Shapiro-Wilk (W = 0,963 ; p-value = 0,068) et il
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n’y a pas non plus homoscédasticité (Bartlett's K-squared = 37,801; df = 15;
p-value < 0,001).

Les données ont alors éteé transformées en employant une fonction logarithmique mais
les conditions n’étaient toujours pas rencontrées (pour la normalité : test de Shapiro-Wilk :
W = 0,974; p-value = 0,225 et pour I’homoscédasticité test de Bartlett: Bartlett's
K-squared = 34,150 ; df = 15 ; p-value = 0,003).

Il a donc été décidé d’utiliser un test de Kruskal-Wallis, test non-paramétrique d’analyse
de la variance qui de ce fait ne nécessite pas la vérification des conditions d’applications.
Gréce a ce test, une différence significative (p < 0.001) a été trouvée (Chi2 =42,942 ; df =16 ;
p-value < 0,001).

Par la suite, un test de comparaison multiple a été réalisé en imposant un seuil de 5%.
Cing couples sont significativement différents pour ce seuil (Tableau 13). Des seuils plus

faibles de 0.01 et 0.001 ont été testés sans retourner de couple d’especes de saule.

Tableau 13 : Paires d’espéces de saules dont les teneurs en polypeptides different

significativement (p < 0,05) entre elles

Paires d’espéces de saule Probabilité
Salix alba-Salix atrocinerea p <0,05
Salix alba-Salix dichroa p <0,05
Salix atrocinerea-Salix caprea p <0,05

Salix atrocinerea-Salix x rubens p <0,05
Salix caprea-Salix dichroa p <0,05
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5.2 Parfums floraux
Il a été possible de détecter 138 composés, dont certains encore inconnus, pour les 11

especes pour lesquelles les données ont été récoltées lors de ce travail.

Il est & noter que tous ces composés ne se retrouvent pas de maniére équivalente pour
toutes les espéces. En effet, on compte une moyenne de 36 composes par espece, avec un

maximum de 61 pour Salix wimmeriana et un minimum de 17 pour S. irrorata (Tableau 14).

Aucun compose volatil floral commun a toutes les especes n’a été détecté. Cependant,
certains composés sont présents dans une majorité des especes. Les cinq composés présents

dans le plus d’espéces sont repris dans le Tableau 14.

Du point de vie quantitatif, il y des différences significatives entre les especes, mises
en évidence par la perMANOVA (Fs318 = 11.174 ; R2=0.79772 ; p = 0.001).

Le compose de loin le plus abondant, toutes especes confondues (18) (y compris celles
étudiées par Fussel et al. 2007), est le 1,4-diméthoxybenzéne (Fig. 11a) (26.46% de moyenne,
toutes especes confondues) suivi du trans-B-ociméne (Fig. 11b) (18.30%) et du linalool (Fig.
11c) (7.17%). Cependant, ces composés sont absents de certaines especes, ce qui démontre la
grande variabilité des parfums floraux au sein du genre Salix. Par exemple, le 1,4-
Dimethoxybenzene est absent chez S. alba, S. apennina, S. appendiculata, S. suboposita, S.
udensis et S. x rubens (la moyenne sur les especes restante monte alors 37,91% de
composition, toutes especes confondues).

OCH;, OH
CH3 CH3 ‘
)\/\)VCH
e AN N =2 ‘
OCH, b
a C

Figure 11 : Principales molécules présentes dans les parfums de saules: (a) 1,4-
diméthoxybenzéne (benzoide) ; (b) trans- # -ociméne (monoterpene) ; (c) linanool (alcool

terpénique)
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Tableau 14 : données qualitatives sur les parfums floraux de fleurs méles de saule : nombre de composés détectes par espece, les 5
composés présents chez le plus d’espéces avec lindice de rétention (présence: 1; abesence: 0) pour les 11 espéces étudiées

spécifiguement dans ce travail

Composés principaux

Espéce de saule Nombre de composés Indice de rétention associe

détectes p-myrcene Allo-ocimene 1,3,8-p-menthatriene 1,4-diméthoxybenzene  Meéthyl-salicylate

992 1132 1136 1170 1205

Salix apennina 35 0 1 0 0 1
S. dichroa 46 1 1 1 1 1
S. integra 19 1 1 1 1 0
S. irrorata 17 0 0 1 1 1
S. muscina 47 1 1 1 1 1
S. sericans 35 1 1 1 1 1
S. suboposita 51 1 1 1 1 1
S. udensis 36 1 1 1 0 0
S. wimmeriana 61 1 1 1 1 1
S. x multinervis 40 0 0 1 1 1
S. x rubens 26 1 1 0 0 1

38+13 8 9 9 8 9

Moyenne (+ écart-type) Somme du nombre d’espéces de saule
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5.3 Tests éthologiques
Deux modeéles linéaires globaux mixtes (GLMM) ont été mis au point pour tester la

durée de visite et I’attractivité des deux espéces présentées, pour les deux années de tests.

Les tests éthologiques ont été mis au point au printemps 2015 avec deux especes de

saules dont le contenu en polypeptides ne différaient pas significativement (p = 0,05).

Ce sont Salix x rubens (155.3 + 55.4 mg/g) et Salix appendiculata (85 + 62.5 mg/g) qui
ont été utilisés en raison de leur période de floraison qui coincide avec 1’émergence des

andrénes, au mois d’avril.

Pour I’influence de la durée de visite, une transformation de boxcox a été effectuee,
élevant la  variable & une puissance calculée  pour étre  optimale:

-0.061

Durée de visite ~ Espéce de saule * Age de I’inflorescence + (1 | ID.inflorescence).

La normalité de résidus et leur dispersion ont été préalablement testés avec
respectivement un test de Shapiro-Wilk sur les résidus qui démontre une normalité
(W = 0,972 ; p-value = 0,506) et un test d’overdispersion qui démontre une variabilité
significativement (p > 0,05) assez faible (Chiz2 = 0,471 ; p = 1,000).

C’est une ANOVA avec une approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger
qui a été utilisée et elle ne démontre aucun effet de 1’espece de saule ou de 1’age de
I’inflorescence (i.e. le nombre de jours depuis lesquels la branche a été prélevée) sur la durée

de visite d’Andreana vaga (Tableau 15).

Tableau 15 : ANOVA avec approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger pour la
durée de visite (2015)

Variables F Probabilité
Espéce de saule 1.03248 0.3177
Age de I’inflorescence 0.30291 0.5899

Espece de saule:Age de ’inflorescence 0.46317 0.5014
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Concernant I’attractivité, c’est une transformation logarithmique qui a été employée :
Log(Nombre de visite +1) ~ Espéce de saule * Sexe de I’andréne + (1 | Jour d’observation).
Une ANOVA a ét¢ réalisée sur ce modele en utilisant 1I’approximation des degrés de liberté de

Kenward-Roger (Tableau 16).

Tableau 16 : ANOVA avec approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger pour
Dattractivité (2015) ; transformation en logarithme

Variables F.value Pr(>F)
Espéce de saule 0,281 0,609
Sexe de I’andréne 25,973 < 0,001 ***

Espece de saule:Sexe de I’andréne 0,294 0,601

Le parametre sexe de 1’andréne apparait comme significatif pour le nombre de visite
mais cela s’explique par le trés faible nombre de visite des males qui sont moins nombreux

que les femelles en raison de leur trés court cycle de vie.

Pour la seconde année de tests, deux espéces significativement (p < 0,05) différentes
en contenu en polypeptides ont été sélectionnées, toujours en fonction de leur période de
floraison qui conincide avec I’emergence d’Andrena vaga. L’espéce fortement concentrée est
Salix x rubens (155.3 + 55.4 mg/g) et I’espéce peu concentrée est Salix atrocinerea (51.2 +
24.9 mg/g).

Une transformation en rangs a été utilisée, donnant le modele GLMM suivant :
rntransform(Durée de visite) ~ Espéce de saule * Age de [linflorescence + (1 |
ID.inflorescence). Les conditions d’application sont ainsi vérifiées (Shapiro-Wilk sur les
résidus : W = 0,959 ; p-value = 0,803 et Overdispersion : Chiz = 6,936 ; p = 0,436). Une
ANOVA a été réalisée sur ce modele en utilisant 1’approximation des degrés de liberté de

Kenward-Roger (Tableau 17).
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Tableau 17 : ANOVA avec approximation des degreés de liberté de Kenward-Roger pour la
durée de visite (2016)

Variables F.value Pr(>F)
Espéce de saule 0.30241 0.5980
Age de I’inflorescence 0.37170 0.5774

Espéce de saule:Age de ’inflorescence 1.16161 0.3132

Pour mesurer I’attractivité des deux espéces de saules, ce sont les données brutes qui
ont été utilisées : Nombre de visite ~ Espece de saule * Sexe de I’andréne + (1 | Jour
d’observation) afin de rencontrer les conditions d’applications (W = 0,959 ; p-value = 0,803 et
overdispersion : Chi2 = 2,556 ; p-value = 0,465). Une ANOVA a été réalisée sur ce modele en

utilisant I’approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger (Tableau 18).

Tableau 18 : ANOVA avec approximation des degrés de liberté de Kenward-Roger pour

Dattractivité (2016)

Variables F Probabilité
Espéce de saule 2.4 0.2191
Sexe de 1’andréne 5.4 0.1027

Espece de saule:Sexe de I’andréne 0.6 0.4950

Aucun effet significatif n’a pu étre décelé grace a ce test et il semble qu’il n’y ait pas
de différence d’attractivité entre les deux espéces de saules testées, méme si les probabilités
sont plus faibles pour ces test-ci concernant I’espéce de saule que pour les tests réalisés la
premiere année (Tableau 16) sur des espéces de saules qui n’avaient pas un contenu en

polypeptide significativement différent.
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5.4 Phylogenie
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Figure 12 : phylogénie du genre Salix L. avec les especes étudiées encadrées (en orange si elles
sont visitées par Andrena vaga, en bleu si ce n’est pas le cas et en noir si les données ne sont pas
disponibles), réalisée avec la méthode de maximum de vraisemblance, les nombres correspondent

aux valeurs de bootstrap pour chaque branche
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Deux grands clades de saules se dessinent sur 1’arbre phylogénétique réalisé (Fig. 12).
L’un d’entre eux compte 34 especes et contenant une minorité des espéces etudiées ici (3/17),
est bien soutenu a la base avec une valeur de bootstrap de 86%, tandis que I’autre, qui compte
30 espéces dont presque la moitié sont des especes étudiée (14), I’est moins avec seulement
54%. A I’intérieur de ces clades, les différentes associations d’espéces sont plus ou moins
bien soutenues par les valeurs de bootstrap. La résolution de I’arbre ne permet cependant pas
de déterminer lequel de ces deux grand groupes est basale et plus proche des outgroups (i. e.

Populus cathayana et Dovialys hebecarpa) choisis pour I’étude.

Afin de mieux appréhender les relations entre les espéces étudiées spécifiquement
pour ce travail, un arbre regroupant uniquement ces especes a également été construit
(Fig. 13) et en utilisant du character mapping pour les données de visite d’Andrena vaga,

réalisée également avec la méthode de maximum de vraisemblance.

) Salix dich
Visité par Andrena vaga aibcdichroa

N Non-visité par Andrena vaga
I Donnée non-disponible

Salix appendiculata
*Salix irrorata
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*Salix muscina
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*Salix sericans
*Salix x multinervis
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Salix triandra
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*Salix atrocinerea
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I\:"’Dovyalis hebecarpa

Figure 13 : phylogénie du genre Salix L. avec uniquement les espéces utilisées dans cette
étude (méthode de maximum de vraissemblance) avec character mapping (maximum de
vraisemblance) de la visite d’Andrena vaga, Visité en orange, nous vité en bleu, out-group
en blanc et NA en noir, les nombres correspondent aux valeurs de bootstrap pour chaque

branche
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La visite d’Andrena vaga sur certaines espéces de saule n’est pas liée a la phylogénie.
Il n’y a pas de logique évolutive phylogénétique apparente pour les especes étudiées au sein
du genre Salix (Fig. 13). Les mémes observations sont faites concernant les valeurs de
bootstrap que pour le premier arbre (Fig. 12), a savoir que les clades ne sont pas tous bien

soutenus.

Le contenu en acides aminés n’est pas li¢ aux affinités phylogénétiques entre les
espéces du genre Salix. Il n’y a pas non plus de corrélation entre les especes visitées par

Andrena vaga et la concentration en acides amines (Fig. 14).
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Figure 14 : phylogénie du genre Salix L. avec uniquement les espéces utilisées dans cette étude
avec character mapping (maximum de vraisemblance) a gauche : concentration en acides
aminés, classée en 3 catégories : forte concentration (de 348 a 388 mg/g de pollen lyophilisé)
(rouge), concentration moyenne (de 308 a 341 mg/g de pollen lyophilisé) (orange), faible
concentration (de 262 a 292 mg/g de pollen lyophilisé) (jaune) et NA en gris et a droite : visite

d’Andrena vaga, visité en rose, non-visité en bleu, out-group en blanc et NA en gris
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Pour le contenu en polypeptides, il ne semble pas non plus qu’il y ait une logique
phylogénétique. Par contre qu’il y ait une corrélation, comme déja souligné précédemment,
entre une haute concentration en polypeptides et la visite d’Andrena vaga sur certaines

espéces de saule (Fig. 15).

J Salix dichroa

Salix appendiculata
— Salix irrorata
I;"Salix udensis

—
—I

Salix cinerea
*Salix wimmeriana

:L'Salix caprea

— *Salix apennina

*Salix muscina

*Salix integra

"Salix sericans

{“Salix X multinervis

*Salix subopposita

Salix triandra

_ =L'Salix alba

Salix atrocinerea

~Salix X rubens

— Populus cathayana

LY “
|

L Dovyalis hebecarpa

Figure 15 : phylogénie du genre Salix L. avec uniquement les especes utilisees dans cette eétude
avec character mapping (maximum de vraisemblance) a gauche : concentration en polypeptides,
classée en 3 catégories : forte concentration (de 31 a 51.5 mg/g de pollen lyophilisé) (rouge),
concentration moyenne (de 52 a 118 mg/g de pollen lyophilisé) (orange), faible concentration (de
140 a 190 mg/g de pollen lyophilisé) (jaune) et NA en gris et a droite : visite d’Andrena vaga,

visité en rose, non-visité en bleu, out-group en blanc et NA en gris

Le character mapping réalisé dans cette etude (Fig. 14 et Fig. 15) permet de regrouper
diverses informations et de souligner la variabilité des traits chimiques du pollen étudié mais

aussi concernant la visite d’Andrena vaga sur ses plantes hotes.
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6 Discussion

6.1 Variabilité des traits floraux et phylogénie

D’apres les résultats obtenus, il semble clair qu’il y a une grande variation dans la
composition chimique du pollen des différentes especes de saules. Cette différence est
fortement marquée pour les polypeptides mais elle 1’est aussi pour les acides amines, tandis

qu’elle est plus faible et significative pour les stérols.

Cette étude montre également que les parfums des saules ne sont pas strictement
corrélés avec le contenu nutritionnel du pollen et ce, méme si des différences significatives

ont été trouvées entre les molécules émises par les fleurs males.

Concernant le lien entre ce contenu et la phylogénie, il y a tres peu de données
disponibles dans la littérature. Roulston (2000) a mis en évidence que le contenu en
polypeptides variait peu au sein d’un genre végétal mais aucune étude ne détaille 1’évolution
de la variation de ces traits au niveau intragénique. Dans le cas étudié ici, cette variation est

graduelle mais belle et bien présente mais ne suis aucune logique phylogénétique apparente.

En ce qui concerne les acides aminés, le méme type de constat a été effectué par Weiner
et al. (2010). En effet, le contenu en acides aminés varie entre les groupes taxonomiques mais
peu au sein d’un méme genre. Dans le cas des saules, il semble que cette variation soit tout de

méme assez marquée, bien que ce soit a nouveau un continuum.

Pour les stérols, aucune information n’est disponible dans la littérature mais il semble
que la variation soit moins importante et qu’il y ait une conservation au niveau interspécifique

cette fois-ci.

Les parfums floraux, qui sont des composés secondaires (i. e. non-essentiel au
métabolisme de base) (Schoonhoven 1972) contrairement aux éléments nutritifs étudiés dans
le pollen, correspondent a une réalité taxonomique en ce qui concerne les molécules émises et
I’intensité de cette émission (Jurgens et al. 2003, Jirgens 2004, Jirgens and Dotterl 2004).
Cependant, cette similarité entre composés proches phylogénétiqguement parlant n’est valable
gue jusqu’au niveau générique car au niveau interspecifique, cela varie beaucoup. En effet,
quelques groupes présentent une faible variation mais pour d’autres, elle est nettement plus

marquée (Dahl et al. 1990, Tollsten and Bergstrom 1993, Knudsen and Stahl 1994, Dobson et
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al. 1997, Kite et al. 1998, Ervik et al. 1999). Le genre Salix entre donc dans la deuxiéme

catégorie, avec une variation assez marquée entre les especes.

L’évolution de ces traits chimiques (i. . chimie du pollen et parfums) n’est par ailleurs

pas similaire entre eux et semble avoir évolué indépendamment entre les différentes espéces.

6.2 Syndrome de pollinisation et traits chimiques du pollen et volatils

De plus, les parfums floraux des saules sont trop variables pour étre impliqués dans la
sélection qu’effectue Andrena vaga, bien qu’ils jouent un rdle dans ’attraction des abeilles a
distance (Dotterl et al. 2005). Il semble également peu probable que les traits visuels (i. e.
couleur et forme) des fleurs puissent étre un facteur influengant la sélection de 1’héte chez
A. vaga car les inflorescences du genre Salix présentent des caracteres intermédiaires entre
des syndromes de pollinisation anémophile et entomophile avec une absence de périanthe
(Feagri et van der Pijl 1979, Proctor et al. 1996).

D’autres traits du grain de pollen tels que la présence de pollenkitt ou la texture,
peuvent apporter des informations de reconnaissance de la qualité et ou de la quantité de
pollen (Piskorski et al. 2011). Par exemple, Hesse (1979a, b, c) a observé que le pollen de
plantes anémophiles avait tendance a avoir un pollenkitt avec une surface moins collante que
celui des especes zoophiles proches. Il semble donc logique que le pollen de plantes
pollinisées par les animaux aient un pollenkitt plus abondant en général et que cette
abondance attire les insectes palynophages (Roulston and Cane 2000). De la méme maniére,
la composition en polypeptides pourrait influencer la texture de la ressource alimentaire et

rendre celle-ci plus ou moins attractive (Cohen 2004).

De plus et bien que Pernal et Currie (2002) fassent état que 1’utilisation de récepteurs
oraux alimentaires soit peu probable, Whitehead et Larsen (1976) ont émis I’hypotheése que
des sensilles gustatives sur la bouche de 1’abeille domestique (Apis mellifera) puissent étre
sensibles aux polypeptides (de Brito Sanchez 2011 et références internes). Cette étude fournit
donc les premiéres preuves que le contenu en polypeptides peut agir comme un signal pour les
insectes spécialisés sur les saules et permet de discriminer les hétes avec un pollen adapté, des

autres au sein du genre Salix.
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Le contenu nutritionnel du pollen ne semble pas étre corrélé aux affinités
phylogénétiques présentes entre les especes de saule étudiées. C’est donc vraisemblablement
une pression évolutive externe qui tend a faire varier ce contenu nutritif au sein du genre
Salix. Par ailleurs, les différences observées sont graduelles avec un continuum entre les

especes mais qui n’est pas corrélé avec les affinités phylogénétiques au sein du genre Salix.

Comme cela a déja été étudié pour quatre espéces de saule par Karrenberg et al. (2002),
il semble que le caractére entomophile soit basal dans le genre Salix et le caractere
anémophile, dérivé. Cependant, il serait vraiment important d’obtenir les informations
concernant la visite d’Andrena vaga pour toutes les espéces ¢tudiées ici, afin d’établir si cette

verité se vérifie pour cette abeille solitaire et spécialisée sur le genre Salix.

De plus, d’aprés Hanley et al (2008), une bonne qualité nutritionnelle des récompenses
florales (mesurée avec la concentration en protéines) est liée au choix floral exercé par les
bourdons. Ainsi, le pollen de fleurs entomophiles examinées contenait moins de polypeptides

que celui d’espéces entomophiles.

La composition en acides aminés et en stérols ne semble pas étre liée au mode de
pollinisation des saules par Andrena vaga puisque la distribution des espéces visitées ou non
par cette abeille suivant ce critere ne laisse transparaitre aucun motif, contrairement a ce qu’il

a pu étre observé avec les polypeptides.

Le fait que les polypeptides puissent guider une relation plante-abeille peut &tre mis en
lien avec le fait que les abeilles soient, selon plusieurs études, capables de détecter et
sélectionner le pollen récolté en fonction de sa qualité nutritionnelle (Rasheed and Harder
1997, Robertson et al. 1999, Hanley et al. 2008). D’apres diverses observations (données non-
publiées), Andrena vaga ne collecte pas de pollen de deux especes de saules ayant une
concentration en polypeptides particuliérement faible, comparativement aux autres especes :
Salix appendiculata et S. atrocinerea. Il semblerait donc que ce critére puisse influencer le

choix de cette abeille oligolectique pour sa source nutritionnelle.

La question de la détection de cette différence de qualité nutritionnelle est bien
entendu essentielle. Il se trouve qu’elle est au cceur d’un débat assez intense entre les auteurs
car certains estiment que les pollinisateurs peuvent différencier activement leurs ressources
florales sur base de ce critere (Roulston et al. 2000, Dobson et al. 1996) et d’autres

démontrent qu’une discrimination sur base des composés volatiles émis est possible (Dobson
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1987, Dobson et al. 1996). Cependant, d’autres études s’opposent a cette vraisemblable
annonce des plantes et detection des pollinisateurs via les composés volatils avec des

variabilités présentes, méme au sein d’une méme espéce (Piskorski et al. 2011).

I1 est également a noter que d’autres composants peuvent intervenir dans 1’interaction
de pollinisation. En effet, le nectar est une autre récompense florale et source nutritive pour

les insectes.

6.3 Tests éthologiques et ressource alimentaire

Les tests éthologiques de choix alimentaires n’ont pas permis de démontrer de maniere
significative, sGrement par manque de réplicas d’observation, qu’Andrena vaga aille
préférentiellement sur une espece plus riche en polypeptides qu’une autre et ce, méme si une
tendance semble se dessiner, comparativement aux tests menés avec deux espéces non-

significativement différentes en contenu polypeptidique.

Cependant, de tels tests sur des abeilles menés en milieu naturel ne sont pas chose
courante. Il pourrait étre possible qu’Andrena vaga n’ait pas bien répondu au test (i. e. peu de
visite compte tenu du temps de test et de la taille de la population) pour plusieurs raisons. La
premiére serait la tendance que les abeilles ont a se limiter a une méme ressource florale,
malgré la présence d’autres a proximité (Dukas 1993). Comme cela a été démontré par Riffell
et al. (2008) pour les sphinx, il peut y avoir un changement d’une plante hote a une autre
lorsque I’abondance relative des deux plantes change. Cela explique également en partie une
deuxiéme raison du faible succes du dispositif expérimental puisque les bouquets présentés
aux andrénes n’étaient constitués au plus que de 100 inflorescences alors que certaines
especes de saules peuvent en porter plusieurs milliers (Molina et al. 1996, Karrenberg et al.
2002).
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7 Conclusion

Les résultats obtenus avec cette étude démontrent la présence d’une grande variabilité du
pollen de saule en termes de contenu nutritionnel. Cette variation n’est par ailleurs pas
corrélée aux parfums floraux qui n’annoncent donc pas la qualité nutritive de la ressource

pollinique.

Ces traits chimiques ne sont pas liés a un signal phylogénétique, pas plus que la visite
d’Andrena vaga sur ses especes hoétes de prédilection. Il semble donc que les raisons de
I’interaction entre cette abeille et le genre Salix soient apparues ponctuellement et de maniére

indépendante, suite a une pression évolutive entre certaines especes de saules et A. vaga.

Par ailleurs, il semble que les polypeptides soient liés a la pollinisation du genre Salix en
étant impliqués dans I’interaction avec A. vaga. En effet, la concentration en polypeptides
semble agir comme un filtre floral et permettre a 1’abeille de reconnaitre ses hotes. Ce trait

pourrait donc étre ajouté au syndrome de pollinisation.

Les tests éthologiques n’ont par contre pas permis de démontrer cette hypothése avec
certitude et demandent donc a étre complétés en vue d’éclaircir les raisons des choix effectués

par A. vaga en situation naturelle.

Cette étude met également en évidence la capacité d’A. vaga a s’adapter a des taux
variables d’acides aminés et de stérols. Cette plasticité pourrait permettre d’introduire un
nouvel hote adapté a ses besoins si les associations actuelles venaient a étre mises en péril
(Haider et al. 2013).
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8 Perspectives

Ce travail ouvre des perspectives assez larges. En effet, il serait trés intéressant
d’investiguer d’autres espéces de saules pour compléter les données concernant ce genre

végétal et étudier d’autres insectes s’en nourrissant, qu’ils soient généralistes ou spécialistes.

Il serait également primordial d’étudier I’autre ressource alimentaire puisée par les
abeilles : le nectar car cela pourrait expliquer, au moins en partie, le choix de I’espéce

spécialiste Andrena vaga de visiter certaines especes de saule et pas d’autres.

De plus, la surface du grain du pollen, le pollenkitt, pourrait aussi jouer un réle dans
I’interaction étudiée ici puisque cette partie entre en contact avec 1’abeille et pourrait donc

permettre une reconnaissance des hotes par A. vaga.

De plus amples investigations pourraient avoir lieu en ce qui concerne les tests
éthologiques. Il faudrait alors augmenter le nombre d’observations mais également proposer
d’autres especes de saules a A. vaga et éventuellement développer des tests avec plus de deux

espéces potentiellement hotes présentées simultanément.

La présence d’autres molécules, comme des composés secondaires dans les ressources
alimentaires, pourrait également faire 1’objet de travaux dans la continuité de cette étude
puisque ces molécules pourraient contribuer a I’interaction en la favorisant pour les hétes

effectivement visités par A. vaga ou en I’inhibant pour ceux qui ne le sont pas.
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Tableau Al : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés totaux

Salix alba

S. appendiculata

S. atrocinerea

S. caprea

S. cinerea

Salix alba

. appendiculata

F,,=2.731892 ; p=0,001

. atrocinerea

F,,=1.460606 ; p=0,258

F,,=39.4388 ; p=0,004

. caprea

F10,=0.3941965 ; p=0,621

F10,=5.599212 ; p=0,035

F13,=0.5390731 ; p=0,456

. cinerea

F,1=1.942081 ; p=0,221

F,1=6.202853 ; p=0,034

F71=2.992255 ; p=0,081

F102=3.82976 ; p=0,083

. dichroa

F,,=1.583163 ; p=0,202

F,,=31.78127 ; p=0,039

F71:1152308 ) p:0,00Z

F10'1:2575945 X p:0,096

F,1=2.706087 ; p=0,116

. integra

F,,=3.040831 ; p=0,122

F,1=2.855632 ; p=0,059

F71:2372378 ) p:0,00]_

F10'1:7.271166 X p:0,0Z

F,1=5.681654 ; p=0,027

. irrorata

F41:1420141 X p:O,ll6

F4V1:13.46077 ) p:0,02

F,,=5.083536 ; p=0,003

F10v1:2676264 X p:O,114

F,,=1.862127 ; p=0,211

. muscina

F,1=0.1965173 ; p=0759

F,1=3.466574 ; p=0,115

F;1=2.792849 ; p=0,114

F101=0.5884565 ; p=0,512

F,1=2.179238 ; p=0,128

F,,=1.435387 ; p=0,328

F,,=0.7520745 ; p=0,522

F;1=7.039969 ; p=0,001

F104=5.028675 ; p=0,056

F,1=3.806719 ; p=0,04

. sericans

F,1=19.12908 ; p=0,055

F,1=86.61745 ; p=0,037

F;1=68.84332 ; p=0,005

F10,=30.69351 ; p=0,003

F,1=2.502956 ; p=0,013

. suboposita

F,1=10.1548 ; p=0,024

F,1=105.9959 ; p=0,068

F,1=42.78123 ; p=0,013

F10:=13.6608 ; p=0,003

F,.,=0.8404441 ; p=0,411

. triandra

F,1=3.288046 ; p=0,121

F4'1:86.08497 ) p:0,00B

F,,=11.47725 ; p=0,007

F10'1:4.119585 ) p:0,04

F4’1:1130021 ) p:0,325

. wimmeriana

F,,=0.5610223 ; p=0,525

F,1=10.29664 ; p=0,033

F71:1042555 i p:O,331

F10,1:O.497947l ; p20,52

F4’1:1190878 X p:0,404

. X multinervis

F,,=0.2030104 ; p=0,803

F,,=3.124934 ; p=0,131

F;,=6.186835 ; p=0,028

F101=0.9966389 ; p=0,352

F,,=3.079182 ; p=0,012

. X rubens

F10,=1.410882 ; p=0,251

F10,=4.991195 , p=0,043

F13,=1.6098 ; p=0,214

F16,=3.217924 ; p=0,065

F10,=0.551898 ; p=0,551

. apennina

F,1=44.08192 ; p=0,077

F1.,=136.3804 ; p=0,025

F;,=197.1989 ; p=0,001

F104=72.99486 ; p=0,001

F,,=16.06884 ; p=0,001

S
S
S
S
S
S
S
S
S. repens rosmarinifolia
S
S
S
S
S
S
S
S

. udensis

F,1=60.45048 ; p=0,011

F,1=247.8495 ; p=0,011

F;1,=319.8835 ; p=0,002

F10,=92.10995 ; p=0,001

F,,=19.14116 ; p=0,001

Total p < 0,05

3

11

10

6

6
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Tableau Al : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés totaux (suite)

S. dichroa

S. integra

S. irrorata

S. muscina

S. repens rosmarinifolia

Salix alba

. appendiculata

. atrocinerea

. caprea

. cinerea

. dichroa

. integra

F4’1:502543 ) p:0,129

. irrorata

F,1=0.7156085 ; p=0,528

F,.=4.522333 ; p=0,098

. muscina

F,,=1.744101 ; p=0,319

F,1=2.915222 ; p=0,101

F,.=1.725949 ; p=0,152

. repens rosmarinifolia

F,1=1.676698 ; p=0,217

F,1=0.1243183 ; p=0,826

F,1=1.946413 ; p=0,234

F,.=1.256601 ; p=0,374

. sericans

F,1=38.52963 ; p=0,027

F,.,=41.09552 ; p=0,001

F,1=19.24555 ; p=0,02

F,1=26.15048 ; p=0,068

F,1=13.75014 ; p=0,001

. suboposita

F,1=31.32668 ; p=0,023

F,1=30.38288 ; p=0,001

F,.,=9.069744 ; p=0,001

F,1=15.5108 ; p=0,065

F,,=8.039817 ; p=0,001

. triandra

F,,=10.77885 ; p=0,104

F,.,=15.04582 ; p=0,001

F,1=1.235372 ; p=0,308

F,1=5.19681 ; p=0,024

F,.,=3.748805 ; p=0,001

. wimmeriana

F4’1:2 .754887 ) O, 103

F,.=7.163264 ; p=0,001

F,,=2.085082 ; p=0,2

F4v1:O724243 ) p:O,408

F41=2.679625 ; p=0,102

. X multinervis

F4’1:4301254 X p:0,00l

F,.=3.514729 ; p=0,118

F,,=3.751482 ; p=0,098

F4120376076 ) p:0,717

F41:1140149 X p:0,387

. X rubens

F10'1:0.9701156 iy p:0,339

F10'1:3.922576 X p:0,05

F101=0.422205 ; p=0,621

F10’1:158378 i p:0,207

F10,=3.837799 ; p=0,051

. apennina

F,,=117.7128 ; p=0,057

F4’1:748861 ) p:0,027

F,1=67.76592 ; p=0,006

F41:6108481 ) p:0,077

F4,1:2450347 X p:0,001

(20 K921 K920 K920 K920 K921 K921 KOpY KOpN KOpN KOPN KoY KOp) K002 KR VP KVp]

. udensis

F4’1:2172195, p:0,027

F,,=110.8079 ; p=0,014

F4’1:10023 i 0,001

F,.,=88.21342 ; p=0,07

F,,=30.88087 ; p=0,011

Total p <0,05

4

6

4

1

5
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Tableau Al : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés totaux (suite)

S. sericans

S. suboposita

S. triandra

S. wimmeriana

S. x multinervis

Salix alba

. appendiculata

. atrocinerea

. caprea

. cinerea

. dichroa

. integra

. irrorata

. muscina

. sericans

. suboposita

F4,1=5.850812 ; p=0,146

. triandra

F,.,=24.06136 ; p=0,013

F,,=13.14679 ; p=0,24

. wimmeriana

F,.,=23.5874 ; p=0,036

F,,=12.93814 ; p=0,019

F,.,=4.015162 ; p=0,026

. X multinervis

F,1=39.70541 ; p=0,045

F,,=29.05409 ; p=0,008

F,,=12.56191 ; p=0,018

F,,=2.019313; p=0,196

. X rubens

F10,=3.913826 ; p=0,059

F10,1:O.6742819 , p:0,509

FlO,l: -0.03287257 ; p:O,985

F101208895265 , p:O,374

F10’1:2357248 X p:0,151

. apennina

F,1=62.82753 ; p=0,001

F4,=90.92538 ; p=0,02

F,,=115.4079 ; p=0,016

F,.1=61.49462 ; p=0,079

F41=79.84956 ; p=0,039

S
S
S
S
S
S
S
S
S. repens rosmarinifolia
S
S
S
S
S
S
S
S

. udensis

F,,=81.73286 ; p=0,015

F,1=150.9253 ; p=0,074

F.4=220.3778 ; p=0,064

F,1=93.00318 ; p=0,023

F,,=122.7816 ; p=0,024

Total p < 0,05

5

3

1

2
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Tableau Al : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés totaux (suite)

S. X rubens

S. apennina

S. udensis

Total p <0,05

Salix alba

. appendiculata

. atrocinerea

. caprea

. cinerea

. dichroa

. integra

. irrorata

. muscina

. repens rosmarinifolia

. sericans

. suboposita

. triandra

. wimmeriana

. X multinervis

. X rubens

| |OT NN N | INWIN |||

. apennina

F10,=20.09562 ; p=0,001

=
N

njnmumuionninlunminlnunninunlnln|lm | n

. udensis

F10’1:2367907 , p:0,00l

F,. = 2.705274 ; p=0,222

13

Total p <0,05

2

0
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Tableau A2 : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés essentiels

Salix alba

S. appendiculata

S. atrocinerea

S. caprea

S. cinerea

Salix alba

. appendiculata

F,.1=2.554082 ; p=0,085

. atrocinerea

F,,=1.25276 ; p=0,301

F,,=32.83642 ; p=0,001

. caprea

F10,=0.10948 ; p=0,822

F101=4.538256 ; p=0,062

F13,=0.888618 ; p=0,358

. cinerea

F,1=2.343548 ; p=0,153

F,,=7.13903 ; p=0,021

F;1=3.661953 ; p=0,077

F10,=5.067121 ; p=0,046

. dichroa

F4’1:1001628 X p:0,229

F4’1:33. 17897 ) p:0,0SY

F;,=3.551075 ; p=0,051

F10’121395173 ) p:0,265

F,1=2.32866 ; p=0,08

. integra

F4’1:182614 ) p:O,206

F11=1.420559 ; p=0,284

F;,=16.04561 ; p=0,004

F10’1:4275102 ) p:0,0SS

F,1=5.91343 ; p=0,091

. irrorata

F,1=1.006452 ; p=0,22

F4,121248825 X p:0,0ll

F,1=2.14949 ; p=0,142

F10’121.725295 ) p:O,Zl

F4’1:1549031 X p:0,305

. muscina

F,1=0.02096434 ; p=0,821

F,1=3.711952 ; p=0,11

F;1=2.065347 ; p0,175

F10,=0.2413948 ; p=0,65

F,1=2.640039 ; p=0,125

. repens rosmarinifolia

F,,=1.0093 ; p=0,5

F,1=0.3660172 ; p=0,833

F;1=5.312287 ; p=0,015

F10,=3.356422 ; p=0,075

F,,=3.883057 ; p=0,095

. sericans

F,,=23.81531 ; p=0,035

F,,=110.0854 ; p=0,017

F+1=80.98363 ; p=0,01

F10,=36.32896 ; p=0,001

F,1=2.630858 ; p=0,099

. suboposita

F,;,=11.38008 ; p=0,073

F,1=110.6603 ; p=0,035

F7V1:4026591 ) p:0,0l4

F10’121517665 ) p:0,00l

F,1=0.4904809 ; p=0,521

. triandra

F,1=2935811 ; p=0,164

F,,=80.62765 ; p=0,075

F71:7416519 i p:0,034

F10,1:3.665736 ) p:0,068

F41=0.9247283 ; p=0,554

. wimmeriana

F4;=0.4293964 ; p=0,593

F,1=9.655079 ; p=0,026

F;,=0.2538359 ; p=0,656

F10,=0.4882481 ; p=0,507

F,1=1.405461 ; p=0,344

. X multinervis

F,1=0.09154245 ; p=0,8

F,1=2.874453 ; p=0,145

F;1=4.147953 ; 0,045

F10,=0.4705648 ; p=0,528

F14,=3.370852 ; p=0,069

. X rubens

F10,=1.675595 ; p=0,2

F10,=5.640149 ; p=0,03

F13,=1.779352 ; p=0,165

F16,=4.084108 ; p=0,066

F10,=0.3852317 ; p=0,622

. apennina

F,1=13.14922 ; p=0,019

F,1=55.43353 ; p=0,053

F;1=45.57411 ; p=0,003

F10,=19.42532 ; p=0,004

F,,=4.699194 ; p=0,013

njnmumuinnunlnunminluonninunlnln|lm | inmn

. udensis

F,,=21.75172 ; p=0,041

F4’1:ll73583 X p:0,085

F;1=88.48949 ; p=0,011

F10’1:2972057 ) p:0,00l

F,1=5.076035 ; p=0,008

Total (p <0,05)

3

8

4

2
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A. DUHIN — Evolution de I’interaction entre I’espéce d’abeille solitaire Andrena vaga (Panzer) (Hymenoptera, Apoidea) et les saules (genre
Salix L., Salicaceae) — 2016

Tableau A2 : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés essentiels (suite)

S. dichroa

S. integra

S.irrorata

S. muscina

S. repens rosmarinifolia

Salix alba

. appendiculata

. atrocinerea

. caprea

. cinerea

. dichroa

. integra

F,,=6.082762 ; p=0,015

. irrorata

F,1=0.3054761 ; p=0,557

F,1=4.711773 ; p=0,105

. muscina

F,1=1.458184 ; p=0,325

F,1=2.130907 ; p=0,194

F,1=1.39727 ; p=0,217

. repens rosmarinifolia

F,,=1.937383 ; p=0,101

F,1=0.07656332 ; p=0,845

F,1=2.102636 ; p=0,097

F,1=0.9874732 ; p=0,415

. sericans

F,.,=49.18797 ; p=0,061

F,.,=49.47573 ; p=0,019

F,1=22.95363 ; p=0,001

F,,=32.81873 ; p=0,05

F,.,=15.22042 ; p=0,001

. suboposita

F,,=31.38321 ; p=0,023

F,1=32.01227 ; p=0,001

F,1=9.058197 ; p=0,001

F,,=17.22167 ; p=0,051

F,1=8.393593 ; p=0,001

. triandra

F4’1:7199654 ) 0,061

F4’1:l4553 i pZO,OOl

F,,=0.793268 ; p=0,591

F,.=4.858236 ; p=0,071

F,1=3.723099 ; p=0,001

. wimmeriana

F41:1173673 ) p:O,323

F,1=5.449184 ; p=0,123

F,,=0.8278913 ; p=0,432

F,1=0.6312348 ; p=0,423

F,1=2.068995 ; 0,094

. X multinervis

F..,=3.077029 ; p=0,007

F,.,=1.778909 ; p=0,095

F,1=2.586516 ; p=0,234

F,1=0.1319474 ; p=0,711

F,1=0.7694933 ; p=0,405

. X rubens

F10,=0.8487959 ; p=0,359

F10:=4.406919 ; p=0,04

F10,=0.4872481 ; 0,561

F10,=1.809508 ; p=0,197

F101=4.461213 ; p=0,039

. apennina

F,.,=33.75288 ; p=0,017

F,1=29.12035 ; p=0,001

F,.,=18.10248 ; p=0,001

F,1=18.56916 ; 0,026

F,1=8.535781 ; p0,001

njnmumuinnunlnunminluonninunlnln|lm | inmn

. udensis

F4’1:7557915 X p:0,052

F,1=49.98918 ; p=0,001

F,1=28.87132 ; p=0,001

F,1=33.05157 ; p=0,015

F,1=12.73298 ; p=0,001

Total (p <0,05)

4

4

2

6
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A. DUHIN — Evolution de I’interaction entre I’espéce d’abeille solitaire Andrena vaga (Panzer) (Hymenoptera, Apoidea) et les saules (genre
Salix L., Salicaceae) — 2016

Tableau A2 : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés essentiels (suite)

S. sericans S. suboposita S. triandra S. wimmeriana S. x multinervis
Salix alba
S. appendiculata
S. atrocinerea
S. caprea
S. cinerea
S. dichroa
S. integra
S. irrorata
S. muscina
S. repens rosmarinifolia
S. sericans
S. suboposita F,,=8.450695 ; p=0,019
S. triandra F4,=35.77437 ; p=0,013 | F,,=16.78097 ; p=0,001
S. wimmeriana F,1=27.38954 ; p=0,063 | F,,=12.37678 ; p=0,016 F,1=2.248948 ; p=0,126
S. x multinervis F,,=43.1358 ; p=0,059 | F,,=25.71253; 0,039 F4,=9.112649 ; p=0,011 F4,=1.442721 ; p=0,307
S. X rubens F101=4.54477 ; p=0,046 | F5,=0.6402443 ; p=0,495 | F;,,=0.02912043 ; p=0,949 | F;,,=0.8149158 ; p=0,387 | F;,,=2.513363 ; p=0,101
S. apennina F4,=41.75556 ; p=0,017 | F,,=35.94622 ; p=0,001 F4,=33.08509 ; p=0,001 F,,=15.92171 ; p=0,094 F4,=22.39226 ; p=0,001
S. udensis F,1=41.06426 ; p=0,029 | F,,=42.54686 ; p=0,052 F,1=64.6871 ; p=0,016 F,1=28.15398 ; p=0,007 F,1=41.50189 ; p=0,001

Total (p <0,05)

5

4

1

2
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A. DUHIN — Evolution de I’interaction entre I’espéce d’abeille solitaire Andrena vaga (Panzer) (Hymenoptera, Apoidea) et les saules (genre
Salix L., Salicaceae) — 2016

Tableau A2 : Résultats des analyses pair par pair (Pairwise) pour le contenu en acides aminés essentiels (suite)

S. X rubens

S. apennina

S. udensis

Total (p <0,05)

Salix alba

. appendiculata

. atrocinerea

. caprea

. cinerea

. dichroa

. integra

. irrorata

. muscina

. repens rosmarinifolia

. sericans

. suboposita

. triandra

. wimmeriana

. X multinervis

. X rubens

Al IO |0 |N|FP|O|FL, N |O |- |O |- |O

. apennina

F10,=5.849408 ; p=0,005

[
SN

njnmumuinnunlnunminluonninunlnln|lm | inmn

. udensis

F10y1:6.545171 ; pZO,OO]_

F,1=2.653953 ; p=0,196

[EN
w

Total (p <0,05)

2

0
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